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1 Einleitung 
1.1 Basidiomyceten und ihre ökologische Bedeutung 
Pilze gehören wie Pflanzen und Tiere zu den eukaryotischen Lebewesen und bilden ein eigenes 
Reich. Zusammen mit den Tieren gehören sie zu der Übergruppe der Opisthokonta, sind mit 
diesen also deutlich enger verwandt als mit den Pflanzen (Adl et al. 2005). Landläufig werden 
mit Pilzen meist Basidiomyceten in Verbindung gebracht, da viele Arten, welche dieser Gruppe 
zuzuordnen sind, die für uns typischen, meist oberirdisch vorkommenden Fruchtkörper 
ausbilden. Zusammen mit den Ascomyceten („Schlauchpilze“) bilden Basidiomyceten das 
Unterreich der Dikarya (Hibbett et al. 2007).   
Die ökologische Bedeutung der Basidiomyceten kann beispielhaft durch ihre Rolle in 
Waldökosystemen hervorgehoben werden. Saprotrophe Basidiomyceten gehören zu den 
Zersetzern von Totholz und sind somit ein wichtiger Bestandteil des Kohlenstoffkreislaufs. Der 
in Totholz gebundene Kohlenstoff liegt hauptsächlich in Form der Biopolymere Cellulose, 
Hemicellulose und Lignin vor. Saprotrophe Basidiomyceten sind in der Lage, diese Polymere 
abzubauen und den gebundenen Kohlenstoff so wieder bioverfügbar zu machen (Hatakka und 
Hammel 2011). Zwei am Abbau beteiligte pilzliche Enzymklassen spielen hierbei eine 
besonders wichtige Rolle: hydrolytische Enzyme wie Endoglucanasen und oxidative Enzyme 
wie Peroxidasen und Laccasen (Hatakka und Hammel 2011, Baldrian und Valaskova 2008). 
Viele Pilze besiedeln Pflanzenwurzeln und stehen mit diesen in mutualistischem 
Stoffaustausch. Dieses System nennt man Mycorrhiza. In den meisten Fällen nutzen die Pilze 
die Pflanze als Quelle für organischen Kohlenstoff, während die Pflanze vom Pilz 
aufgeschlossene, essentielle anorganische Stoffe wie Stickstoff und Phosphor sowie Wasser 
bezieht (Lambers et al. 2008). Die Symbiose über Mycorrhiza ist Normalität für die meisten 
Pflanzen unter den meisten ökologischen Bedingungen (Smith und Read 2008), auch da 
Mycorrhiza bildende Basidiomyceten sich aus saprotrophen Basidiomyceten entwickeln und 
mit ihren Wirtspflanzen coevolvieren (Brundrett 2002). Mycorrhiza bildende Basidiomyceten 
gehören dabei weitestgehend zu den Ectomycorrhizabildnern, ihre Hyphen sind also in engem 
Kontakt mit den Wurzeln der Pflanzenpartner, dringen jedoch nicht in diese ein. Insgesamt 
stellen Ectomycorrhizapilze etwa 30 % der mikrobiellen Biomasse in Böden dar (Högberg und 
Högberg 2002). Die Bedeutung von Ectomycorrhizapilzen für die biologische Gemeinschaft in 
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Waldböden wird durch neuere Studien hervorgehoben: So kann pflanzlicher, organischer 
Kohlenstoff nicht nur von Mycorrhizapilzen aufgenommen, sondern auch an andere Pflanzen 
wieder abgegeben werden (Simard et al. 1997). Auch scheinen verschiedene Pflanzen über 
das unterirdische Mycelnetzwerk der Mycorrhizapilze miteinander kommunizieren zu können 
(Song et al. 2010). 
1.2 Die kulturelle Bedeutung der Basidiomyceten  
Die ältesten Aufzeichnungen über den Verzehr von Pilzen stammen aus dem heutigen China, 
aber auch aus dem antiken Griechenland und Rom ist der hohe Stellenwert essbarer Pilze 
überliefert (Boa 2014). In vielen Gesellschaften, beispielsweise in weiten Teilen Mitteleuropas, 
dem Vereinigten Königreich und den Vereinigten Staaten von Amerika werden historisch 
gesehen jedoch kaum Pilze konsumiert, es herrscht eine gewisse „Mycophobie“ vor. Dem 
stehen „mycophile“ Gesellschaften gegenüber, in denen essbare Pilze eine tragende Rolle in 
der Kultur einnehmen- so z.B. in Russland, China und Japan aber auch in Mexiko der Türkei 
und in weiten Teilen Mittel- und Südafrikas (Boa 2014, Wasson und Wasson 1957). Die 
meisten Speisepilze sind nicht kultivierbar, ihr natürliches Auftreten ist unregelmäßig und sie 
müssen meist zeitintensiv gesammelt werden. Dies hat, neben ihren geschmacklichen 
Qualitäten, dazu geführt, dass einige Pilze den Status einer knappen Delikatesse innehaben. 
Der unter anderem in Japan als Speisepilz und als rituelles Geschenk sehr begehrte Tricholoma 
matsutake ist ein Beispiel für einen solchen Pilz (Tsing 2015). Gegenwärtig machen einige 
wenige, kultivierbare Arten den Großteil der weltweit gehandelten und verzehrten Pilze aus. 
Zu diesen gehören Agaricus bisporus, Lentinus edodes, Pleurotus spp. und Flammulina 
velutipes (Valverde et al. 2015). Ernährungswissenschaftliche Studien bescheinigen Pilzen 
einen geringen Energie- und Nährstoffgehalt, welcher vergleichbar mit dem von Gemüse ist. 
Dennoch können Pilze durch ihren hohen Ballaststoff-, Mineral- und Vitamingehalt einen 
wichtigen Beitrag zu einer gesunden Ernährung leisten (Kalač 2013, Wang et al. 2014).  
Gerade in „mycophilen“ Gesellschaften verschwimmen die Grenzen zwischen Pilzen, deren 
Wert allein auf ihrem Status als Nahrungsmittel beruht, und Pilzen, welchen eine 
gesundheitsfördernde, medizinisch relevante Funktion zugeschrieben wird, bis hin zu reinen 
Medizinalpilzen. Bekanntestes Beispiel mag Ganoderma lucidum sein. Dieser schriftlich 
erstmals 200 vor unserer Zeitrechnung erwähnte Pilz hat einen wichtigen Platz in der 
chinesischen Medizin, Kunst und Literatur und wird auch heute noch intensiv beforscht 
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(Valverde et al. 2015, Bishop et al. 2015). Auch in Europa gibt es Hinweise auf eine sehr frühe 
Verwendung bestimmter Pilze zu pharmazeutischen Zwecken durch den Menschen. So fand 
man bei einer ca. 5300 Jahre alten Eismumie, besser bekannt als „Ötzi“, welche 1991 gefunden 
wurde, einen Teil des Pilzes Fomitopsis betulina. Dieser wirkt toxisch auf den Darmparasiten 
Trichuris trichiura, von dem Ötzi befallen war (Capasso 1998).   
Wie um andere historische Rauschmittel haben sich in verschiedenen Teilen der Welt auch 
mit und um berauschende Pilze Kulte entwickelt. Älteste Hinweise für den Konsum solcher 
Pilze sind ca. 5500 Jahre alte Wandmalereien im heutigen Südalgerien, 2500-5000 Jahre alte 
Bronzegegenstände und Wandmalereien der skandinavischen Halbinsel und 2500 Jahre alte, 
ca. 30 cm hohe steinerne Statuen, welche den Maya in Mittelamerika zugeschrieben werden. 
Alle Darstellungen zeigen Pilzmotive, oft in Kombination mit Menschen, in einem 
Zusammenhang, welcher die Verwendung der Pilze als Rauschmittel in rituellen Handlungen 
impliziert (Matsushima et al. 2009). Die am besten belegten Beispiele für den Verzehr 
berauschender Pilzen in rituellen Handlungen sind die Verwendung von Amanita muscaria 
durch eurasische Zirkumpolar- und nordostasiatische Kulturen (Saar 1991) sowie die 
Verwendung verschiedener psilocybinhaltiger Pilze durch Kulturen in Mittel- und Südamerika. 
Eine der ersten „westlichen“ schriftlichen Beschreibungen zur Verwendung psilocybinhaltiger 
Pilze als Rauschmittel ist die des Mönches Bernardino de Sahagún (1499-1590). Dieser 
beschrieb in seinem Werk Historia General de las Cosas de Nueva Espana den Konsum von 
Pilzen, welche „Räusche“ und „Visionen“ hervorrufen (Wasson und Wasson 1957). Dennoch 
dauerte es bis 1915, bis diese Pilze Beachtung in dem „westlichen“ Wissenschaftsdiskurs 
erhielten: Der Ethnobotaniker E. Safford ging davon aus, dass es sich bei den beschriebenen 
Pilzen tatsächlich um getrocknete Teile des psychoaktiven Kaktus Lophophora williamsii 
handeln müsse (Safford 1915). Dem wurde in der Folgezeit jedoch widersprochen. Der 
Anthropologe Robert Weitlander kam 1936 in der mexikanischen Region Oaxaca in den Besitz 
von Pilzen, denen eine rituelle Verwendung nachgesagt wurde. 1938 erwarb der 
Ethnobotaniker Richard Schultes in der Region Huautla ebenfalls Pilze, die in ähnlichem 
Zusammenhang standen. Bei den Pilzen handelte es sich um Vertreter der Gattung Panaeolus. 
Eine direkte Verbindung zu Pilzkulten oder zur Wirksamkeit konnte jedoch nicht gezeigt 
werden (Schultes 1940, Wasson und Wasson 1957). Tatsächlich wohnte erst der Anthropologe 
Jean Johnson 1938 mit drei Reisebegleitern einem Pilzritus bei, die dabei verwendeten Pilze 
wurden dabei jedoch nicht identifiziert (Johnson 1939). Dies gelang 1955 Robert Wasson, der 
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mit seinen Begleitern nicht nur an einer Pilzzeremonie teilnahm, sondern auch selbst Pilze 
konsumierte, deren Wirkung er genau beschrieb und bestätigte. In Folgeexpeditionen u.a. mit 
dem Mykologen Roger Heim wurden die verwendeten Pilze als Vertreter der Gattung 
Psilocybe identifiziert (Wasson und Wasson 1957). Aus Pilzproben dieser Expeditionen sowie 
aus von Heim gezüchteten Pilzen gelang Albert Hofmann die Extraktion zweier der aktiven 
Inhaltsstoffe: Psilocybin und Psilocin (Hofmann et al. 1959). Die von staatlichen Institutionen 
vieler Länder als Bedrohung wahrgenommene Gegenkultur der 60er Jahre, welche in Teilen 
den Konsum psychoaktiver Drogen wie Lysergsäure-Diethylamid (LSD) und Psilocybin 
befürwortete und aktiv zu diesem anregte, führte jedoch in den meisten Ländern zu einer 
Einstufung dieser Substanzen als nicht verkehrs- und verschreibungsfähig. Dadurch kam die 
Forschung an diesen Substanzen zum baldigen Erliegen und wurde erst seit der 
Jahrtausendwende unter strengen Auflagen wiederaufgenommen.  
1.3 Biologisch aktive Naturstoffe aus Basidiomyceten 
Von den vielen Naturstoffen, welche von Basidiomyceten gebildet werden, sind neben den 
ernährungsphysiologischen auch die biologisch aktiven Inhaltsstoffe aufgrund ihres 
therapeutischen Nutzens von besonderer Bedeutung. Die Bandbreite dieser Inhaltsstoffe ist 
äußerst groß und erstreckt sich u.a. über antimikrobielle, antivirale, antioxidative, 
cytostatische und cholesterinsenkende Wirkungen (De Silva et al. 2013). Neben 
hochmolekularen Inhaltsstoffen wie Polysacchariden und Proteinen sind im Rahmen dieser 
Arbeit besonders die niedermolekularen, dem Sekundärmetabolismus zugeordneten Stoffe 
von Bedeutung. Naturstoffe werden gängiger weise in Produkte des Primärmetabolismus und 
des Sekundärmetabolismus eingeteilt. Alle Produkte des Primärmetabolismus sind für das 
Überleben eines Organismus zwingend erforderlich. Produkte des Sekundärmetabolismus 
sind nicht essentiell, erhöhen aber die Überlebenschancen des Organismus innerhalb seines 
Ökosystems. Unter evolutionstheoretischen Gesichtspunkten ist die Synthese der 
Sekundärmetabolite das Ergebnis natürlicher Auslese in einem System mehrerer Organismen, 
welche in Nachbarschaft koexistieren (Hartmann 2008). Dabei stellen Sekundärmetabolite 
eine Schutz-, Schad- oder Kommunikationsfunktion dar (O’Brien und Wright 2011). In vielen 
Fällen ist die Grenzziehung zwischen Primär- und Sekundärmetabolismus problematisch, 
weswegen auch eine Unterteilung in basic integrated, supporting und speculative metabolism 
(Grundlegender, Unterstützender und Spekulativer Metabolismus) vorgeschlagen wurde (Firn 
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und Jones 2009).  
Für den Menschen sind Sekundärmetabolite als Quelle pharmazeutisch relevanter Stoffe wie 
z.B. Antibiotika, Zytostatika und cholesterinsenkender Mittel, aber auch vieler weiterer 
Anwendungen von Bedeutung (Vaishnav und Demain 2011). Beispielsweise ist auch in der 
Landwirtschaft der Einsatz von Sekundärmetaboliten abgeleiteten (partial)-synthetischen 
Derivaten z.B. in Form von Herbiziden weit verbreitet (Saxena und Pandey 2001, Dayan et al. 
2009).  
Sekundärmetabolite lassen sich auf Grundlage ihres biosynthetischen Ursprunges und ihrer 
chemischen Struktur in mehrere Gruppen unterteilen. Die bekanntesten und größten 
Gruppen sind die der Terpene, der Polyketide, der nichtribosomalen Peptide, der ribosomal 
synthetisierten und posttranslational modifizierten Peptide und die der Alkaloide. Die Gruppe 
der Alkaloide ist dabei eher historisch gewachsen. Abgesehen davon, dass Alkaloide von 
Aminosäuren abgeleitet sind, liegt weder ein einheitlicher biosynthetischer Ursprung, noch 
ein einheitliches chemisches Strukturmerkmal vor.   
Beispiele für wichtige Sekundärmetabolite aus Basidiomyceten sind das Fungizid Strobilurin A 
aus Strobilurus spp., das antibakterielle Pleuromutilin aus Pleurotus spp. und das 
Nematodengift Omphalotin A aus Omphalotus olearius. (Misiek und Hoffmeister 2007, Stadler 
und Hoffmeister 2015, Abb. 1).  
 
 
Abbildung 1: Strukturen einiger Sekundärmetabolite aus Basidiomyceten. A: Strobilurin A; B: Pleuromutilin; C: 
Omphalotin A 
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1.3.1 Biosynthese der Sekundärmetabolite 
Ausgangsstoffe für die Biosynthese von Sekundärmetaboliten sind in der Regel Intermediate 
aus dem Primärmetabolismus (Moss 2001). Terpene werden von Terpensynthasen 
und -cyclasen aus Isopreneinheiten, Polyketide durch Polyketidsynthasen (PKS) v.a. aus 
formalen Acetateinheiten, nichtribosomale Peptide v.a. aus Aminosäuren von 
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) und ribosomal synthetisierte und 
posttranslational modifizierte Peptide (RiPPs) aus Aminosäuren von Ribosomen und weiteren 
Tailoring-Enzymen hergestellt. Viele Sekundärmetabolite haben einen gemischten 
biosynthetischen Ursprung. So gibt es beispielsweise PKS-NRPS Biosyntheseenzyme und 
NRPS, welche prenyliertes Tryptophan (Dimethylallyltryptophan) als Bausteine verwenden. So 
weist das Ergotamin aus Claviceps purpurea strukturelle Merkmale der Alkaloide, Terpene und 
nichtribosomalen Peptide auf (Schardl et al. 2006). Während und nach der Synthese der 
Terpene, der Polyketide und der nichtribosomalen Peptide werden diese oft noch durch 
weitere Enzyme verändert, bevor das Endprodukt vorliegt (Quin et al. 2014, Rix et al. 2002, 
Walsh et al. 2001). Die meisten Alkaloide leiten sich von einigen Aminosäuren, sehr häufig von 
Lysin, Phenylalanin und Tryptophan ab (Funayama und Cordell 2015). Die Biosynthese 
verschiedener Alkaloide kann durch NRPS-, PKS-, Terpensynthasen und eine Vielzahl weiterer 
Enzyme katalysiert werden (Xu et al. 2014). Die codierenden Sequenzen aller Enzyme, welche 
an der Biosynthese eines Stoffes beteiligt sind, liegen oft in Form eines Genclusters an einer 
Stelle innerhalb eines Genoms vor. Dies wurde 1990 erstmals für Pilze nachgewiesen. So liegen 
die Biosynthesegene der β-Lactamantibiotika in u.a. Penicillium chrysogenum als Gencluster 
vor (Smith et al. 1990). Seitdem wurde die Clusterung codierender Sequenzen von 
Biosyntheseenzymen vielfach bestätigt und hat die Suche nach solchen stark beeinflusst. 
Während Sekundärmetabolite ursprünglich in Kulturextrakten des jeweiligen Produzenten 
gefunden wurden, spürt man Sekundärmetabolite in jüngerer Vergangenheit eher über 
genom-basierte Methoden auf (Hautbergue et al. 2018). Durch Fortschritte in der 
DNA-Sequenzierung ist es inzwischen zeitlich und finanziell nicht mehr aufwändig, die 
DNA-Sequenz eines zu erforschenden Pilzes zu erhalten (Reuter et al. 2015). Mit 
bioinformatischen Methoden kann das sequenzierte Genom anschließend auf Biosynthese 
Gencluster hin untersucht werden. So können codierende Sequenzen für konservierte 
Proteinmotive, beispielsweise von Polyketidsynthasen, identifiziert werden. Über eine 
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vergleichende Analyse von Genomen oder vergleichende phylogenetische Genomik können 
auch ganze Biosynthese Gencluster gefunden werden. Anschließend können den Genclustern 
im Idealfall über reverse Genetik oder heterologe Produktion der Enzyme und in-vitro 
Produktbildungsassays Sekundärmetaboliten zugeordnet werden (Hautbergue et al. 2018). 
Dies ist insofern ein guter Ansatz, da Organismen, die mit dem genetischen Potential 
ausgestattet sind Sekundärmetabolite zu synthetisieren, dies unter Kulturbedingungen im 
Labor oft nicht tun. Durch fehlende Umwelteinflüsse werden die betreffenden Gencluster 
nicht transkribiert, man spricht von stillen („silent“) Genclustern (Brakhage 2013). Auch sind 
viele Organismen mit potenziell interessantem, biosynthetischem Potential schlicht nicht 
kultivierbar, darunter viele Ectomycorrhizabildner wie die Thelephorales. 
1.4 Charakterisierung von Biosyntheseenzymen aus Basidiomyceten 
Obwohl eine Vielzahl von Sekundärmetaboliten aus Basidiomyceten beschrieben worden 
sind, ist deren Biosynthese nur in wenigen Fällen geklärt. Gründe dafür sind Schwierigkeiten 
bei der Kultivierung der meisten Basidiomyceten, die nur für wenige Arten erfolgreiche Zucht 
von Fruchtkörpern sowie fehlende Protokolle zur Transformation, genetischen Manipulation 
und reversen Genetik (Stadler und Hoffmeister 2015). In starkem Gegensatz dazu sind die 
Beispiele für Biosyntheseaufklärungen sowie die Entdeckung neuer Naturstoffe in 
Ascomyceten, wie beispielsweise in Aspergillus nidulans, dank der Fortschritte der 
genetischen und molekularbiologischen Methoden kaum mehr zu überblicken (Sanchez et al. 
2012). Charakterisierte Biosyntheseenzyme aus Basidiomyceten lassen sich hingegen immer 
noch schnell aufzählen.   
Zu den charakterisierten PKS aus Basidiomyceten gehört die Orsellinsäuresynthase ArmB aus 
Armillaria mellea. Die PKS wurde heterolog in Escherichia coli produziert und über 
Produktbildungsassays in vitro charakterisiert (Lackner et al. 2013, siehe auch Abb. 2). Auch in 
Saccharomyces cerevisiae bzw. in Aspergillus niger konnten Orsellinsäuresynthasen aus 
Coprinopsis cinerea und aus einem taxonomisch unbeschriebenen Vertreter aus der Familie 
der Stereaceae, BY1, heterolog produziert werden (Ishiuchi et al. 2012, Braesel et al. 2017). In 
dem als Monokaryon wachsenden und Sekundärmetabolite produzierenden Pilz 
Antrodia cinnamomea konnte ein für eine PKS codierendes Gen deletiert werden, was zu einer 
deutlichen Abnahme der produzierten PKS-Produkte, der Pigmentierung und der 
antioxidativen Wirkung des Pilzes führte (Yu et al. 2016). Auch diese PKS konnte später als 
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Orsellinsäuresynthase identifiziert werden (Yu et al. 2017). Neben den nichtreduzierenden 
Orsellinsäuresynthasen wurde die hochreduzierende PKS PPS1 aus BY1, welche ein 
langkettiges Polyen synthetisiert, beschrieben. Das Polyen wurde direkt in Kultur nach 
Integration der für die PKS codierenden genomischen Sequenz PPS1 durch Aspergillus niger 
synthetisiert (Brandt et al. 2017). Das theoretische Potential von Basidiomyceten, 
PKS-Produkte zu synthetisieren, ist deutlich höher als die hier angeführten Beispiele vermuten 
lassen. So konnten in den Genomen von 35 sequenzierten Basidiomyceten 114 codierende 
Sequenzen für PKS gefunden werden (Lackner et al. 2012).   
 
 
Abbildung 2: Schematische Biosynthese von Orsellinsäure. Acetyl- und Malonyl-coenzym A-Einheiten werden 
durch eine multimodular aufgebaute Polyketidsynthase zu Orsellinsäure verknüpft. 
 
Auch Terpensynthasen konnten über den Umweg der heterologen Produktion und 
anschließender Produktanalytik charakterisiert werden. Mehrere für Terpensynthasen 
codierende Sequenzen aus Coprinus cinereus konnten heterolog in E. coli exprimiert werden, 
was zur Bildung einer Vielzahl von Sesquiterpenen, u.a. Cubebol, führte (Agger et al. 2009, 
Lopez-Gallego et al. 2010, siehe auch Abb. 3). Über die nun verfügbaren beispielhaften 
codierenden Sequenzen für Terpensynthasen aus einem Basidiomyceten konnten elf putative, 
für Terpensynthasen codierende Gene in Omphalotus olearius, einem Produzenten einer 
großen Vielfalt von Terpenen, gefunden werden (Wawrzyn et al. 2012). Auch die 
Protoilludensynthase, welche an der Melleolidbiosynthese in Armillaria gallica beteiligt ist, 
konnte über heterologe Expression des codierenden Gens in E. coli charakterisiert werden 
(Engels et al. 2011). Der für die Biosynthese des antibiotisch wirksamen Diterpens 
Pleuromutilin aus Clitopilus passeckerianus verantwortliche Gencluster konnte komplett in 
Aspergillus oryzae rekonstruiert werden, wodurch auch eine deutliche Steigerung der 
Pleuromutilinproduktion im Vergleich zum Ursprungsorganismus erreicht werden konnte 
(Bailey et al. 2016).   
9 
 
 
Abbildung 3: Schematische Biosynthese des Cubebols. Dimethylallylpyrophosphat und Isopentenylpyrophosphat 
werden zunächst von einer Farnesylpyrophosphatsynthase zu Farnesylpyrophosphat verknüpft. Dieses wird von 
einer Terpencyclase zu Cubebol umgesetzt. (Vgl. Lopez-Galego 2010) 
 
Dank einer saprotrophischen Phase in der Ustilago maydis hefeähnlich wächst, ist dessen 
Kultivierung und genetische Manipulation vergleichsweise einfach. Dadurch konnten 
Knock-Out-Mutanten erstellt werden, über die eine an der Biosynthese des Siderophors 
Ferrichrome A beteiligte NRPS charakterisiert werden konnte (Winterberg et al. 2010, siehe 
auch Abb. 4). Über heterologe Produktion in Aspergillus niger konnte eine 
Siderophorsynthetase aus Ceriporiopsis subvermispora hergestellt und in vitro charakterisiert 
werden. Über sie wurde ein neuartiges Siderophor, Basidioferrin, gefunden (Brandenburger 
et al. 2017).  
 
 
Abbildung 4: Schematische Biosynthese des Ferrichroms. Proteinogene und nichtproteinogene Aminosäuren 
sowie weitere Moleküle werden durch eine multimodular aufgebaute nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) 
verknüpft (Vgl. Winterberg 2010). 
 
Teile der codierenden Sequenzen von PKS, NRPS und Terpensynthasen sind hochkonserviert. 
Daher ist das Auffinden vergleichbarer Sequenzen und etwaigen Genclustern bei 
vorliegendem Genom recht einfach. Die Biosynthese von Alkaloiden beruht hingegen auf 
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verschiedenartigsten Biosyntheseenzymen, was ein Auffinden codierender Sequenzen und 
Biosyntheseclustern schwierig gestaltet. Daher gibt es für Basidiomyceten nur äußerst wenige 
charakterisierte Alkaloidbiosyntheseenzyme. Die Biosynthese des Indolalkaloids Psilocybin 
aus Psilocybe cubensis wurde jüngst über heterologe Produktion der Biosyntheseenzyme in 
Aspergillus niger und E. coli aufgeklärt (Fricke et al. 2017). In dem bereits erwähnten U. maydis 
konnte über reverse Genetik gezeigt werden, dass eine einzelne Tryptophandeaminase 
verantwortlich für die Produktion mehrerer tryptophanabgeleiteter Pigmente, u.a. des 
Pityriacitrins, ist (Zuther et al. 2008, siehe auch Abb. 5). Über ein antikörpergeleitetes 
Screening einer cDNA-Bibliothek konnte eine an der Betalainbiosynthese beteiligte DOPA-
Dioxygenase aus Amanita muscaria erfolgreich charakterisiert werden (Hinz et al. 1997). Auch 
für die Biosynthese des Muscarins gibt es über Fütterungsversuche Hinweise auf einen 
biosynthetischen Ursprung, beruhend auf Pyruvat und Glutamat (Nitta et al. 1977).  
 
Abbildung 5: Schematische Biosynthese des Pityriacitrins. Ein einzelnes Enzym, eine 
Tryptophanaminotransferase setzt Tryptophan zu Indolpyruvat um, welches anschließend spontan mit einem 
weiteren Tryptophan reagiert und Pityriacitrin bildet (Vgl. Zuther 2008) 
 
Auf der Suche nach dem biosynthetischen Ursprung der Cyclopeptide α-Amanitin und 
Phallacidin, zweier sehr starker Zellgifte aus Vertretern der Gattungen Amanita, Galerina, 
Lepiota und Conocybe, wurde zunächst von einer Biosynthese über NRPS ausgegangen, da alle 
bis dahin aufgeklärten Biosynthesen pilzlicher Cyclopeptide von NRPS durchgeführt wurden. 
Nach langwieriger Sequenzierung und Suche fand sich jedoch kein NRPS-codierendes Gen in 
Amanita bisporigera, jedoch genomische Sequenzen, welche für die Aminosäureabfolge der 
beiden Toxine codieren (Hallen et al. 2007). Diese codieren zunächst für ein längeres 
Proprotein, welches durch eine prolinspezifische Peptidase bis auf die letztendlich im Toxin 
vorhandenen Aminosäuren gekürzt und anschließend cyclisiert wird (Luo et al. 2014, siehe 
auch Abb. 6). Somit gehören Amanitin und Phallacidin zu den RiPPs.  
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Abbildung 6: Schematische Biosynthese des α-Amanitins. Proteinogene Aminosäuren werden ribosomal zu 
einem Vorläuferpeptid verknüpft, welches anschließend von verschiedenen Enzymen prozessiert und cyclisiert 
wird (Vgl. Hallen 2007, Luo 2014). 
 
Die hier angeführten Beispiele illustrieren die geringe Anzahl von aufgeklärten Biosynthesen 
von Sekundärmetaboliten aus Basidiomyceten. Durch die erwähnten Schwierigkeiten bei der 
Aufklärung der Biosynthese wird in den meisten Fällen das Ausweichen auf heterologe 
Expressionssysteme erforderlich. Die Vielzahl sequenzierter Basidiomycetengenome 
vereinfachen, im Falle konservierter Sequenzen für die Multidomänenenzyme PKS und NRPS, 
der Terpensynthasen oder der Sequenzen für RiPPs sowie deren häufige Clusterung, das 
Auffinden von Biosyntheseenzymen. Die besondere Schwierigkeit ist daher das Auffinden von 
Biosyntheseenzymen aus Basidiomyceten, deren codierende Sequenzen nicht zu denen der 
Multidomänenenzyme gehören und auch nicht Teil eines Biosynthese Genclusters sind.  
1.4.1 Das Auffinden schwer identifizierbarer Biosyntheseenzyme 
Trotz der Schwierigkeiten, die sich gerade für Basidiomyceten bei der Charakterisierung von 
Biosyntheseenzymen ergeben, ist auch hier die Aufklärung der Biosynthesewege von 
besonderem Interesse. Viele Sekundärmetabolite aus Basidiomyceten weisen einzigartige 
Struktur- und Wirkungseigenschaften auf und erweitern so die Vielfalt der 
Sekundärmetabolite insgesamt. Pilzliche Sekundärmetabolite sind, wie auch solche aus 
Pflanzen oder Bakterien, oft nicht durch eine einfache, chemische Synthese zugänglich. Auch 
kann die Produktion im Ursprungsorganismus eventuell den benötigten Bedarf einer Substanz 
nicht decken. Die Kenntnis der Biosynthesewege eröffnet eine alternative Route, um 
komplexe Stoffe heterolog in großen Fermentationsansätzen produzieren zu lassen. Auch 
können Biosynthesewege manipuliert und so die Eigenschaften der Endprodukte verändert 
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werden. Neben der Aufklärung der Biosynthesewege bekannter Sekundärmetabolite sind 
auch die der unbekannten Sekundärmetabolite von Bedeutung. Inzwischen sind 335 
komplette Genome von Basidiomyceten beim Joint Genome Institute hinterlegt (Stand April 
2018). Über die Vielzahl von verfügbaren Genomsequenzen sind so inzwischen immer mehr 
vermutete Biosynthese Gencluster gefunden worden, ohne dass das Endprodukt der 
Biosynthese bekannt ist. Über die Aufklärung der Biosynthese der unbekannten Stoffe können 
potenziell pharmazeutisch interessante Substanzen entdeckt werden.   
Um die Biosynthese eines Stoffes vollständig aufzuklären, müssen die codierenden 
Gensequenzen der Biosyntheseenzyme, die Biosyntheseenzyme selbst, deren Substrate und 
das Endprodukt der enzymatischen Reaktionen bekannt sein. Als Ausgangspunkt für 
biosynthetische Arbeiten sollte mindestens einer der oben genannten Punkte bereits bekannt 
sein. Das Ziel ist die Aufklärung der genetischen und enzymatischen Grundlagen der 
Biosynthese. Die Motivation für die vorliegende Arbeit war, dabei ausdrücklich Naturstoffe 
einzubeziehen, deren Biosynthese nicht oder nur teilweise auf PKS, NRPS oder 
Terpensynthasen beruht. Dies sind 1) Melleolide, deren biosynthetische Ursprünge zwar auf 
einer PKS und einer Terpensynthase beruhen, an deren Biosynthese aber auch Halogenasen 
beteiligt sind, die aber nicht im entsprechenden Gencluster codiert sind 2) Psilocybin, von dem 
zu Beginn dieser Arbeit bis auf einer von der Aminosäure Tryptophan ausgehenden 
Biosynthese weitere Schritte unbekannt waren und 3) Agaritin, welches ebenfalls einen 
Aminosäureursprung besitzt, dessen Biosynthese aber bisher nicht aufgeklärt wurde. Diese 
Substanzen sowie deren Produzenten werden nachfolgend präsentiert.  
Armillaria mellea ist als bedeutender Zersetzer von Lignin und somit als Weißfäuleerreger ein 
wichtiger Vertreter saprotropher Basidiomyceten (Shaw und Kile 1991). Gleichzeitig ist 
Armillaria mellea ein bedeutender Pflanzenparasit, welcher Pflanzenwurzeln besiedelt, 
abtötet und anschließend als saprober Pilz den nun toten Baum zersetzt (Guillaumin et al. 
1993, Baumgartner und Hoffmeister 2011). Wahrscheinlich maßgeblich an seiner Virulenz 
beteiligt sind die Melleolide, eine Gruppe von Sekundärmetaboliten, welche in Pilzen der 
Gattung Armillaria vorkommen (siehe Abb. 7). Melleolide zeigen antibakterielle, antifungale, 
phytotoxische und cytostatische Wirkung und sind daher auch von pharmazeutischem 
Interesse (Donnelly et al. 1982; Peipp und Sonnenbichler 1992, Misiek et al. 2009).  
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Abbildung 7: A: Orsellinsäure, B: R=H: Melleolid F; R=Cl: 6-Chloromelleolid F 
 
Strukturell bestehen die mehr als 50 bisher beschriebenen Melleolide aus einem Sesquiterpen 
und einem Orsellinsäureteil (siehe Abb. 7). Die Vielzahl der beschriebenen Melleolide ist auf 
ein diverses Hydroxylierungs-, Methylierungs- und Chlorierungsmuster zurückzuführen. Auch 
die Lage der Doppelbindung im Sesquterpenteil variiert, was die antifungale Wirkung der 
Melleolide erheblich beeinflusst (Bohnert et al. 2014). Für die Biosyntheseenzyme codiert 
weitestgehend ein Gencluster, welcher neben einer Terpensynthase und einer PKS auch eine 
Vielzahl von putativen, an der Biosynthese beteiligten Enzyme codiert (Lackner et al. 2013, 
Engels et al. 2011, Engels 2013). Das Vorkommen mehrerer chlorierter Melleolide weist 
zusätzlich auf an der Biosynthese beteiligte Halogenasen hin (Abb. 7 B). Mit Hilfe von 
degenerierten Primern auf Basis flavinabhängiger Halogenasen konnten zwei Gensequenzen 
gefunden werden, welche putativ für flavinabhängige Halogenasen codieren (Misiek 2009). 
Diese zwei Halogenasen konnten jedoch nicht biochemisch charakterisiert werden. Die 
Sequenzierung und Veröffentlichung des kompletten Genoms von Armillaria mellea eröffnete 
weitere Möglichkeiten, codierende Sequenzen für Biosyntheseenzyme zu finden (Collins et al. 
2013). In dem Fall der Melleolide waren somit Teile der Biosynthese bereits aufgeklärt sowie 
ein Biosynthese Gencluster identifiziert worden. Zusätzlich waren die Strukturen vieler 
Melleolide bereits aufgeklärt, was Rückschlüsse auf die Biosynthese erlaubte. Mit dem 
Wissen, dass strukturell ähnlich aufgebaute Sekundärmetabolite mit aromatischem Ring meist 
von flavinabhängigen Halogenasen chloriert werden, konnte speziell nach konservierten 
Bereichen in deren codierenden Sequenzen gesucht werden.   
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Wie eingangs beschrieben, enthalten Pilze verschiedener Gattungen, jedoch hauptsächlich 
solche der Gattung Psilocybe, das Alkaloid Psilocybin. Während Wirkung und mögliche 
Anwendung in den sechziger Jahren intensiv beforscht wurden, wird die Forschung seit der 
Einstufung des Psilocybins als nicht verkehrs- und verschreibungsfähige Substanz in vielen 
Ländern erschwert. Seit der Jahrtausendwende wird Psilocybin jedoch wieder intensiver 
beforscht, beispielsweise zur Behandlung therapieresistenter Depressionen, von 
Depressionen und Angstzuständen in der Palliativmedizin, von Suchterkrankungen wie 
Alkoholismus und Nikotinismus, von Zwangsstörungen und bei Cluster-Kopfschmerzen 
(Johnson und Griffiths 2017). Hierbei sollte darauf hingewiesen werden, dass viele dieser 
Studien aufgrund gesetzlicher Beschränkungen noch immer mit sehr wenigen Probanden 
durchgeführt werden und zum Teil auf Auswertungen von Selbsterfahrungsberichten 
und/oder auf der Analytik von Metadaten beruhen.   
Nach der Entdeckung des Psilocins als aktivem Wirkstoff psychoaktiver Pilze durch Hofmann 
(Hofmann et al. 1959) konnten weitere aktive Indolderivate wie Baeocystin und 
Norbaeocystin aus psychoaktiven Pilzen isoliert werden (Leung und Paul 1968, Gartz 1991). In 
Extrakten des Psilocybinproduzenten Inocybe aeruginascens konnte zusätzlich ein weiteres 
Indolalkaloid, das Aeruginascin (Abb. 8: P) nachgewiesen werden (Jensen et al. 2006).   
Als biosynthetischer Ursprung des Psilocybins konnte über Fütterungsexperimente 
Tryptophan identifiziert werden (Brack et al. 1961). Weitere Arbeiten durch Fütterung 
vermuteter biosynthetischer Zwischenstufen ergab einen ersten vollständigen Vorschlag zur 
Biosynthese des Psilocybins aus Tryptophan über Tryptamin, Dimethyltryptophan (DMT) und 
Psilocin (Agurell und Nilsson 1968, siehe Abb. 8). Schon in jener Arbeit wurde darauf 
hingewiesen, dass dies wahrscheinlich nicht die alleinige Biosyntheseroute sei, da 
beispielsweise Norbaeocystin und Baeocystin keine Zwischenprodukte dieses 
Biosyntheseweges seien. Daher wurde auch von einem biosynthetischen Raster ausgegangen, 
in dem verschiedene Biosynthesewege zum gleichen Endprodukt führen (Laatsch 1998). Dass 
die Biosyntheseenzyme in P. cubensis relativ unspezifisch sind, konnte über Fütterung von 
Diethyltryptamin und dessen Umsetzung zu 4-Hydroxydiethyltryptamin und 
4-Phosphoxydiethyltryptamin gezeigt werden (Gartz 1989). Theoretisch könnte ein möglicher 
Biosyntheseweg auch zunächst über die Methylierung des Tryptophans zu zunächst 
Dimethyltryptophan, verlaufen. Diese Schritte könnten jedoch auch Teil der Biosynthese des 
Hypaphorins (N-N-N-Trimethyltryptophan, Abb 8, D) sein. Hypaphorin wird u.a. von dem 
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Ectomycohrrizabildner Pisolithus tinctorinus gebildet, vor allem bei Kontakt mit seinem 
Symbiosepartner Eucalyptus globulus (Béguiristain und Lapeyrie 1997). Hypaphorin fungiert 
hier als Antagonist zu dem Auxin Indol-3-Acetat und hat so maßgeblichen Einfluss auf das 
Wachstum und die Morphologie der Wurzeln von E. globulus (Ditengou et al. 2003) 
 
Abbildung 8: Alle möglichen Zwischenstufen der Biosynthese des Psilocybins sowie in Pilzen nachgewiesene 
Naturstoffe. Bereits aus psilocybinhaltigen Pilzen bekannte Stoffe sind Tryptophan (A), Psilocin (K), 
Norbaeocystin (M), Baeocystin (N), Psilocybin (O) und Aeruginascin (P). Über blaue Pfeile ist die von Agurell und 
Nilsson 1968 nach Fütterungsexperimenten vorgeschlagene Biosynthese eingezeichnet. Grüne Pfeile 
kennzeichnen die von Fricke et al. vorgeschlagene Biosynthese. Zusätzlich ist der Umsatz von H zu I und K zu O 
eingezeichnet, welche ebenfalls von charakterisierten Biosyntheseenzymen katalysiert wird (Fricke et al. 2017). 
 
Eine Charakterisierung aller beteiligten Biosyntheseenzyme durch Klonierung von cDNA aus 
Psilocybe tampanensis und heterologer Produktion in S. cerevisiae verlief leider für keines der 
Enzyme erfolgreich (Jensen 1999). Dies entsprach dem Kenntnisstand über die Biosynthese 
des Psilocybins zu Beginn der vorliegenden Arbeit. Parallel zu dieser, auf 
proteinbiochemischen-molekularbilogischen Methoden fußenden, Arbeit wurde im gleichen 
Arbeitskreis ein bioinformatisch-molekularbiologischer Ansatz zur Aufklärung der Biosynthese 
gestartet, über den die Biosynthese des Psilocybins in P. cubensis mit allen beteiligten 
Enzymen erfolgreich aufgeklärt werden konnte (Fricke et al. 2017, Abb. 8, Abb. 9).  
  
16 
 
 
Abbildung 9: Biosynthese des Psilocybins ausgehend von Tryptophan (Vgl. Fricke 2017) 
 
Ein gemeinsames Merkmal psilocybinhaltiger Pilze ist es, sich bei Verletzung blau zu verfärben. 
Dies spiegelt sich auch in einzelnen Artnamen wie beispielsweise Psilocybe cyanescens, 
Psilocybe azurescens und Panaeolus cyanescens wieder (Cyan, κύανος, Altgriechisch: 
Schwarzblau; Azur, azzurum lat.: Blau). Schon in seiner Arbeit zur Darstellung von Psilocybin 
und Psilocin beschrieb Hofmann die Autooxidation von Psilocin in wässriger Lösung und die 
Oxidation durch Eisen(III)-chlorid zu einem blauen Oxidationsprodukt (Hofmann et al. 1959). 
Bald darauf konnte ein sauerstoffabhängiger Umsatz von Psilocin in ein blaues Produkt durch 
einen Enzymextrakt aus Mytilus edulis beobachtet werden (Blaschko und Levine 1960a, 
Blaschko und Levine 1960b). Auch der enzymatische Umsatz von Psilocybin zu Psilocin durch 
alkalische Phosphatasen konnte früh gezeigt werden (Horita und Weber 1961). Mehrere 
Projekte zur Isolierung und Charakterisierung des blauen Oxidationsproduktes des Psilocins 
scheiterten aber in den Folgejahren (Laatsch 1998). Es ist jedoch möglich, dass nicht 
Psilocybin, sondern der blaue Farbstoff das aus ökologischer Sicht erwünschte Endprodukt 
dieses Biosyntheseweges ist. Neben der Biosynthese des Psilocybins, welches vermutlich eine 
Speicherform darstellt, ist der weitere, enzymatische Umsatz zu dem blauen Farbstoff sowie 
die Charakterisierung und Evaluierung seiner ökologischen Funktion von besonderem 
Interesse.  
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Der beliebte Speisepilz Agaricus bisporus gehört zu den am meisten gezüchteten, gehandelten 
und verzehrten Pilzen weltweit (Valverde et al. 2015). Ein in Agaricus bisporus und anderen 
Vertretern der Agaricaceae enhaltener Sekundärmetabolit ist das Agaritin (Abb. 10, A), eine 
als Hydrazinderivat auffällige Verbindung (Levenberg 1964). Agaritin kann zu einer Gruppe eng 
verwandter Sekundärmetabolite aus der Gattung Agaricus gezählt werden, zu denen auch das 
γ-Glutamyl-4-Hydroxyanilin (Abb. 10, B) aus Agaricus hortensis (Jadot et al. 1960), welches 
auch in Agaricus bisporus zu finden ist (Gigliotti und Levenberg 1964), sowie das 
Xanthodermin aus Agaricus xanthodermus gehört (Hilbig 1985, Abb.10, C). Diesen Stoffen ist 
eine 4-substituierte Anilin bzw. Hydrazingrundstruktur gemein, welche zusätzlich über die 
Amin- bzw. Hydrazingruppe mit einem γ-Glutamylrest verknüpft ist.   
 
Abbildung 10: In Agaricus bisporus gefundene Naturstoffe Agaritin (A) und γ-Glutamyl-4-Hydroxyanillin (B) 
sowie der in Agaricus xanthodermus gefundene Naturstoff Xanthodermin (C).  
 
Eine in Agaricus bisporus vorkommende Glutamylhydrolase konnte aus nativem 
Proteinextrakt aufgereinigt werden und katalysierte in vitro die Hydrolyse von Agaritin zu 
Glutamat und Hydroxymethylphenylhydrazin (Levenberg 1961). Für diese Glutamylhydrolase 
konnte auch eine Transferaseaktivität sowie ein breites Substratspektrum gezeigt werden. 
Neben dem Transfer des Glutamylrestes von Agaritin auf p-Hydroxyanillin konnte dieser 
Transfer auch von Glutamylcyclohexylamin auf Phenylhydrazin und γ-Glutamyl-4-
Hydroxyanillin auf Phenylhydrazin gezeigt werden (Gigliotti und Levenberg 1964). Des 
weiteren gibt es Hinweise auf die enzymatische Bildung des 4-Methoxy-Phenyldiazoniumions 
(Abb. 11), wahrscheinlich über das Hydrazinintermediat aus Agaritin (Ross et al. 1982). Eine 
auf Agaritin, das Hydrazin- und Diazoniumderivat, zurückgehende karzinogene Wirkung war 
wegen der weiten Verbreitung von Agaricus bisporus als Nahrungsmittel lange Gegenstand 
wissenschaftlicher Arbeiten. Neueren Erkenntnissen nach ist der Verzehr von 
Agaricus bisporus durch Säugetiere und Menschen jedoch unbedenklich (Roupas et al. 2010). 
Dennoch ist eine genauere Charakterisierung der Glutamyltransferase/hydrolase als 
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Schlüsselenzym durch die Abspaltung des Glutamylrestes des Agaritins als vermutlich erstem 
Schritt hin zu den putativ karzinogenen Produkten interessant.  
 
Abbildung 11: Putativer enzymatischer Umsatz von Agaritin zu dem krebserregenden 4-Methoxyphenyl-
diazoniumion (Vgl. Ross 1982). 
 
Die für die Chlorierung der Melleolide verantwortliche Halogenase, die für die Biosynthese 
des Psilocybins sowie die für dessen Umsatz zu dem blauen Produkt verantwortlichen Enzyme 
und schließlich die für den Umsatz des Agaritins verantwortlichen Enzyme haben gemein, dass 
sie zu den schwer identifizierbaren Biosyntheseenzymen gezählt werden können. Sie gehören 
nicht zu den Multidomänenenzymen, können daher nicht über konservierte Motive 
bioinformatisch identifiziert werden. Auch gehören sie nicht, wie beispielsweise 
Terpencyclasen, zu einer gut untersuchten Enzymklasse. Des weiteren war zu Beginn der 
vorliegenden Arbeit nicht für alle putativen Biosyntheseenzyme klar, ob deren codierende 
Sequenzen in Form eines Genclusters vorliegen. Zusätzliche Schwierigkeiten ergeben sich 
durch die Kultivierung der Basidiomyceten und nur sehr eingeschränkte Möglichkeiten, 
genetische Manipulationen an diesen vorzunehmen.  
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2 Zielsetzung  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde an den Melleoliden aus Armillaria mellea, dem Psilocybin aus 
Psilocybe cubensis und dem Agaritin aus Agaricus bisporus geforscht. Dabei war die 
Untersuchung der Biosynthese zur Bildung und weiteren Umsetzung dieser Stoffe von 
besonderem Interesse. Da alle untersuchten Basidiomyceten zur Ordnung Agaricales gehören, 
wurden zudem putative Gemeinsamkeiten in der ökologischen Bedeutung der einzelnen 
Naturstoffe beforscht. 
2.1 Untersuchung der Melleolid-Biosynthese in Armillaria mellea 
Ein großer Teil der Melleolidbiosynthese ist bereits beforscht worden und einzelne 
Biosyntheseenzyme sind charakterisiert. Auch konnte in dem Genom von Armillaria mellea 
ein Melleolid-Biosynthese Gencluster gefunden werden. Da dort jedoch keine codierende 
Sequenz für eine Halogenase vorhanden ist, es jedoch chlorierte Melleolide gibt, war ein Ziel 
dieser Arbeit die Identifizierung und Charakterisierung der Melleolid-Halogenasen.  
2.2 Untersuchung der Psilocybin-Biosynthese in Psilocybe cubensis 
Neben dem Tryptophanursprung des Psilocybins sowie einer vermuteten Biosynthese, welche 
auf Fütterungsexperimenten beruhte, waren zu Beginn dieser Arbeit noch keine weiteren 
Arbeiten zur Biosynthese des Psilocybins vorhanden. Daher war Ziel dieses Projektes die 
Aufklärung oder Bestätigung des Biosyntheseweges sowie die Charakterisierung der an der 
Biosynthese beteiligten Enzyme. Im Laufe der Arbeit wurden des weiteren die enzymatischen 
Folgereaktionen des Psilocybins zu einem blauen Farbstoff untersucht.  
2.3 Untersuchung der Glutamyltransferase aus Agaricus bisporus 
Die enzymatische Reaktion des Agaritins zu einem Hydrazinderivat konnte bisher nur mit einer 
nativen Glutamyltransferase/hydrolase gezeigt werden. Daher sollte nun auch die für dieses 
Enzym codierende Sequenz untersucht und die enzymatische Reaktion mit heterolog 
produziertem Enzym nachgestellt werden.  
  
20 
 
3 Publikationen 
3.1 Publikation 1, Wick et al. (2016), Applied and Environmental Microbiology 
A Fivefold Parallelized Biosynthetic Process Secures Chlorination of Armillaria mellea 
(Honey Mushroom) Toxins. 
Jonas Wick, Daniel Heine, Gerald Lackner, Mathias Misiek, James Tauber, Hans Jagusch, 
Christian Hertweck, Dirk Hoffmeister. 
Appl Environ Microbiol (2016) 
Armillaria mellea, der Honiggelbe Hallimasch, ist ein Produzent der antibiotisch wirksamen 
und phytotoxischen Melleolide. Melleolide bilden eine der größten Gruppen fungaler 
Naturstoffe aufgrund zahlreicher unterschiedlicher Funktionalisierungen. In dem für die 
Melleolidbiosynthese codierenden Gencluster findet sich keine codierende Sequenz für eine 
Halogenase, obwohl eine Vielzahl chlorierter Melleolide beschrieben wurden. In dem Genom 
von Armillaria mellea wurden fünf verschiedene, für die flavinabhängigen Halogenasen 
ArmH1-ArmH5 codierenden Gensequenzen gefunden. Die Halogenasen wurden heterolog in 
E. coli produziert sowie charakterisiert und zeigten alle einen Umsatz von freiem Substrat in 
ein chloriertes Endprodukt. Eine phylogenetische Untersuchung flavinabhängiger 
Halogenasen ergab, dass fungale Halogenasen eine monophyletische Klade bilden. Zusätzlich 
wurde gezeigt, dass eine frühere Einteilung von Halogenasen in solche, welche 
trägerproteingebundenes Substrat und solche, welche freies Substrat umsetzen nicht für 
ArmH1-ArmH5 zutrifft. 
Angaben zum Eigenanteil von J. Wick [30 %] 
Transformation von E. coli mit pMM13, pMM21, pHJ28, pHJ14, pHJ05, und pMM14, 
heterologe Herstellung von ArmH1-ArmH5 sowie der für den Assay benötigten 
Flavinreduktase, Aufreinigung und Analyse, in-vitro Produktbildungsassay, HPLC-Analytik, 
Mitarbeit bei der Erstellung des Manuskriptes. 
Jena den  
Prof. Dr. Dirk Hoffmeister 
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3.2 Publikation 2, Lenz et al. (2017), Journal of Natural Products 
Identification of ω-N-Methyl-4-hydroxytryptamine (Norpsilocin) as a Psilocybe Natural 
Product. 
 
Claudius Lenz*, Jonas Wick*, Dirk Hoffmeister. 
 
J. Nat. Prod (2017) 
 
Psilocybe cubensis produziert die psychotropen Indolalkaloide Psilocin, Psilocybin und 
Baeocystin. Für den relativen Inhalt dieser Alkaloide zueinander wurden in der bisherigen 
Literatur sehr unterschiedliche Werte angegeben. Über verschiedene Aufarbeitungs- und 
Extraktionsmethoden konnte gezeigt werden, dass diese einen erheblichen Einfluss auf die 
relative Zusammensetzung der Indolalkaloide hat. Gerade bisherige Angaben zu dem oft recht 
hohen Psilocingehalt psilocybinhaltiger Pilze sind demnach vermutlich artifiziell. Des Weiteren 
konnte Norpsilocin als neuer Naturstoff in Extrakten von P. cubensis identifiziert werden  
 
*C. Lenz und J. Wick haben zu gleichen Teilen zur Publikation beigetragen.  
 
Angaben zum Eigenanteil von J. Wick: [40 %] 
Anzucht von P. cubensis, Entwicklung und Anwendung unterschiedlicher Methoden zur 
Extraktion von unterschiedlich getrockneten Fruchtkörpern von P. cubensis, Extraktion von 
Norpsilocin aus Fruchtkörpern von P. cubensis, HPLC-Analytik, Mitarbeit bei der Auswertung 
der NMR-Daten, Mitarbeit bei der Erstellung des Manuskriptes 
 
 
Jena den  
Prof. Dr. Dirk Hoffmeister 
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3.3 Publikation 3, Fricke et al. (2018), Chemistry – A European Journal 
Production options for psilocybin – the making of the magic 
Janis Fricke, Claudius Lenz, Jonas Wick, Felix Blei, Dirk Hoffmeister 
Manuskript zur Publikation akzeptiert 
Ein erneutes Interesse an Psilocybin als Medikament hat in jüngerer Vergangenheit zu 
zahlreichen Studien zur Therapie von Depressionen, Angststörungen und Suchterkrankungen 
geführt. Gegenwärtig werden in den Vereinigten Staaten von Amerika klinische Studien der 
Phase III geplant, welche die Sicherheit und Verträglichkeit von Psilocybin zur 
medikamentösen Anwendung untersuchen. Psilocybin wird von verschiedenen 
Basidiomyceten, vor allem aus der Gattung Psilocybe, gebildet. Die Anzucht und Extraktion 
solcher Pilze stellt somit eine Quelle für den Wirkstoff Psilocybin dar. Des Weiteren 
ermöglichen sowohl biotechnologische als auch chemische Syntheseansätze die Produktion 
von Psilocybin, die in diesem Übersichtsartikel beleuchtet werden. 
 
Angaben zum Eigenanteil von J. Wick (15 %): 
Beitrag zum Manuskripttext 
 
 
Jena den  
Prof. Dr. Dirk Hoffmeister 
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3.4 Publikation 4, Blei et al. (2018), ChemBioChem 
Iterative L-tryptophan methylation in Psilocybe evolved by subdomain duplication  
Felix Blei, Janis Fricke, Jonas Wick, Jason C. Slot, Dirk Hoffmeister 
Manuskript zur Publikation akzeptiert 
Neben dem psychotropen tryptophanabgeleiteten Indolalkaloid Psilocybin konnten in 
Extrakten von Psilocybe serbica auch die tryptophanabgeleiteten Stoffe 
N-methyl-L-tryptophan und N,N-dimethyl-L-tryptophan nachgewiesen werden. Es konnte 
gezeigt werden, dass diese Stoffe nicht Zwischenstufen der Psilocybin-Biosynthese sein 
können. Vielmehr stellen sie Zwischenprodukte der N,N,N,-trimethyl-L-tryptophan 
(L-Hypaphorin) -synthese dar. Die Reaktion katalysierende Methyltransferase TrpM wurde 
charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass PsiM2 phylogenetisch nicht mit der an der Biosynthese 
des Psilocybins beteiligten Methyltransferase PsiM verwandt ist.  
Angaben zum Eigenanteil von J. Wick (15 %): 
Extraktion und Analytik (HPLC-HRMS) der Extrakte aus Psilocybe. 
 
 
Jena den  
Prof. Dr. Dirk Hoffmeister 
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4 Unveröffentlichte Ergebnisse 
4.1 Arbeiten an Indolalkaloiden aus Psilocybe spp. und Amanita citrina 
Die Biosynthese des in Psilocybe cubensis vorkommenden Indolalkaloides Psilocybin wurde 
eingehend untersucht. Zu Beginn dieser Arbeit lag nur eine über Fütterungsversuche erstellte 
hypothetische Biosyntheseroute vor (Brack et al. 1961, Agurell und Nilsson 1968). Daher 
sollten native Proteine aus P. cubensis, welche putativ an der Biosynthese des Psilocybins 
beteiligt sind, aktivitätsgeleitet aufgereinigt und mittels Peptidanalytik identifiziert, heterolog 
produziert und charakterisiert werden. Zusätzliche Informationen zur Biosynthese des 
Psilocybins sollten über die genaue Untersuchung der Metabolome von P. serbica und 
P. cubensis erhalten werden. Weiterhin wurde die enzymatische Dephosphorylierung von 
Psilocybin und die enzymatische Oxidation von Psilocin und Bufotenin untersucht.   
Bufotenin stellt ein Strukturisomer von Psilocin dar, welches sich von diesem durch die Lage 
seiner Hydroxylgruppe unterscheidet (Abb. 12). Aufgrund seiner Ähnlichkeit wurde es als 
weiteres Substrat zur Untersuchung der enzymatischen Oxidation von Psilocin verwendet. 
Auch ist bekannt, dass Bufotenin und Psilocin von identischen oxidativen Enzymen umgesetzt 
werden können, wobei die Umsatzgeschwindigkeit für Psilocin deutlich größer ist (Blaschko 
und Levine 1960b). Über den Vergleich der Reaktionsprodukte der Oxidationsreaktionen von 
Psilocin und Bufotenin erhoffte man Aussagen über den Mechanismus der Produktbildung. 
 
Abbildung 12: Strukturformel von Bufotenin. Von Psilocin unterscheidet sich Bufotenin durch die Hydroxylgruppe 
an der 5-Position während diese sich beim Psilocin an der 4-Position befindet (Vgl. Abb. 8 Molekül K). 
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4.1.1 Ergebnisse 
 
Indolderivate aus P. serbica und P. cubensis 
In den Kulturextrakten von P. serbica und P. cubensis konnten mittels UV-Vis Spektroskopie 
und Massenspektroskopie mehrere Indolderivate nachgewiesen werden. Zu diesen gehört 
auch das als Naturstoff neu beschriebene Norpsilocin (Lenz et al., 2017). Die meisten 
Indolderivate waren allerdings nur in Spuren vorhanden, konnten aber anhand ihrer genauen 
Massen identifiziert werden. Wie aus Tab. 2 ersichtlich, konnte kein Dimethyltryptamin 
(Abb. 8, Molekül G) in Kulturextrakten nachgewiesen werden. Dies stellt zunächst die von 
Agurell und Nilsson vorgeschlagene Biosynthese des Psilocybins in Frage (Agurell und Nilsson 
1968, siehe auch Abb. 8). Die Vielzahl der gefundenen Indolderivate würde andererseits die 
Theorie des von Laatsch vermuteten und oben erwähnen biosynthetischen Rasters der 
Psilocybinsynthese untermauern (Laatsch, 1998 siehe auch Kapitel 1.4.1). 
Tab. 1: Im methanolischen Extrakt aus Psilocybe serbica mittels HPLC-HRMS nachgewiesene Indolalkaloide. Siehe 
auch Abb. 8. 
Name  m/z theoretische 
Masse 
Δ (mmu) Summenformel 
Psilocybin (O) 285,09979 285,09987 -0,08 C12 H18 O4 N2 P  
Psilocin (K) 205,13338 205,13354 -0,16 C12 H17 O N2  
Norpsilocin (J) 191,1179 191,11789 0,01 C11 H15 O N2  
Tryptophan (A) 205,09766 205,09715 0,51 C11 H13 O2 N2  
Methyltryptophan (B) 219,11246 219,1128 -0,34 C12 H15 O2 N2  
Dimethyltryptophan (C) 233,12875 233,12845 0,3 C13 H17 O2 N2  
4-OH Tryptophan (H) 221,09206 221,09207 -0,01 C11 H13 O3 N2  
4-OH Tryptamin (I) 177,10229 177,10224 0,05 C10 H13 O N2  
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Tab.2: Im methanolischen Extrakt aus Psilocybe cubensis mittels HPLC-HRMS nachgewiesene Indolalkaloide 
Name  m/z theoretische 
Masse 
Δ (mmu) Summenformel 
Psilocybin (O) 285,0994 285,09956 -0,16 C12 H18 O4 N2 P  
Psilocin (K) 205,13336 205,13354 -0,18 C12 H17 O N2  
Norpsilocin (J) 191,11787 19111789 -0,02 C11 H15 O N2  
Tryptophan (A) 205,09708 205,09715 -0,07 C11 H13 O2 N2  
Methyltryptophan (B) 219,11266 219,1128 -0,14 C12 H15 O2 N2 
Baeocystin (N) 271,08395 271,08422 -0,27 C11 H16 O4 N2 P  
 
Inhaltsstoffe aus Amanita citrina 
Im methanolischen Extrakt der Fruchtkörper von Amanita citrina konnte Bufotenin über seine 
Masse und sein UV-Absorptionsspektrum identifiziert werden (Abb 13). Bufotenin wurde aus 
dem Rohextrakt aufgereinigt, um in späteren Enzymassays verwendet zu werden. Man erhielt 
insgesamt ca. 30 mg Bufotenin (siehe Methoden Kapitel 4.1.2). 
 
Abbildung 13: HPLC-Profil, UV-Vis-Spektrum und Massenspektrum von gereinigtem Bufotenin aus Amanita 
citrina. 
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Reinigung und in-vitro Produktbildungsassays mit nativem Protein 
Die FPLC-Läufe zur Reinigung nativen Proteins aus P. cubensis waren reproduzierbar. Konnte 
eine Fraktion mittels in-vitro-Produktbildungsassay als aktiv identifiziert werden, so galt dies 
auch für die Fraktionen späterer FPLC-Läufe.   
Wie auch bei Agurell und Nilsson 1968 wurde angenommen, dass an der Biosynthese des 
Psilocybins eine Decarboxylase, eine Methyltransferase, eine Kinase und eine Oxidase 
beteiligt sind. Auch in Bezug auf die Bildung des blauen Farbstoffes gab es Hinweise auf die 
Beteiligung einer Phosphatase und einer Cytochrom- oder Kupferoxidase (Levine 1967). Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde im nativen Proteom von P. cubensis nach einer 
Tryptophandecarboxylase und einer Psilocinkinase sowie einer Psilocybinphosphatase und 
einer Psilocinoxidase gesucht. Proteinextrakte von P. cubensis wurden daher mittels FPLC 
(Fast protein liquid chromatography, Proteinflüssigchromatographie) nacheinander über drei 
verschiedene Säulen gereinigt: Anionenaustauschchromatographie (IEX), Hydrophober 
Intaraktionschromatographie (HIC) und Größenausschlusschromatographie (SEC).   
Zur Identifizierung aktiver Proteinfraktionen zur Reinigung der verschiedenen 
Biosyntheseenzyme wurden enzymatische Produktbildungsassays durchgeführt. Diese 
wurden mittels HPLC-MS auf einen Eduktumsatz hin ausgewertet (siehe Methoden, Kaptitel 
4.1.2). Die hier gezeigten Ergebnisse entsprechen Assays mit nativem Protein der SEC-Fraktion 
aus P. cubensis. Die nachfolgenden HPLC-Profile entsprechen denen der Enzymassays der 
Proteinfraktion mit dem höchsten Umsatz. Diese Fraktionen wurden anschließend 
weiterbearbeitet. Als Kontrollen dienen hier die Assays mit den Fraktionen, welche je nach 
Trennleistung im SEC-Lauf kaum/kein aktives Protein enthalten. Daher ist in den Kontrollen 
bisweilen dennoch ein leichter Umsatz zu erkennen.  
Reinigung und Enzymassay der Decarboxylase 
Die nach dem IEX-Lauf erhaltene Fraktion mit der höchsten Decarboxylaseaktivität (Abb. 14) 
wurde weiter über HIC und anschließend über SEC gereinigt (Abb. 15, Abb. 16). Die aktive 
Fraktion aus dem SEC-Lauf wurde nach Identifizierung über den Decarboxylaseassay weiter 
mittels Peptidanalytik untersucht. 
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Abbildung 14: FPLC-Profil des IEX-Laufes zur Reinigung der nativen Decarboxylase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Decarboxylaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
Abbildung 15: FPLC-Profil des HIC-Laufes zur Reinigung der nativen Decarboxylase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Decarboxylaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. Aufgrund der häufig auftretenden, 
fehlerhaften Kalibrierung der Absorption sind deren Werte im negativen Bereich. 
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Abbildung 16: FPLC-Profil des SEC-Laufes zur Reinigung der nativen Decarboxylase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Decarboxylaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
Im Decarboxylaseassay mit nativem Protein konnte nach 18 h Inkubationszeit ein deutlicher 
Umsatz von L-Tryptophan zu Tryptamin beobachtet werden (Abb.17, Abb. 18). 
 
Abbildung 17: HPLC-Profil des Assayextraktes des Decarboxylaseassays. Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) 
kann in der Probe (rot) kein Tryptophan (RT 13,0 min, [M+H]+: 205), dafür ein neuer Peak bei 14,0 min 
beobachtet werden, dessen Masse mit der des Tryptamins ([M+H]+: 161) übereinstimmt. Die Massendifferenz 
ergibt sich aus der enzymatischen Abspaltung von CO2 des Tryptophans. 
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Abbildung 18: Massenspurprofil (m/z: 160,3 – 161,7) des Assayextraktes des Decarboxylaseassays. Im Vergleich 
zur Kontrolle (schwarz) kann in der Probe (rot) ein neuer Peak bei 14,0 min beobachtet werden. 
 
Peptidanalytik der Decarboxylase 
Nach tryptischem Verdau der gereinigten, nativen Proteinfraktion mit Decarboxylaseaktivität 
und anschließender Peptidanalytik konnte in der Proteindatenbank ANID ein aussichtsreicher 
Kandidat für eine Decarboxylase gefunden werden (siehe Kapitel 4.1.2 „Erstellen der 
Proteindatenbanken“; Sequenz siehe Anhang). BLAST-Alignments zeigten Ähnlichkeiten zu 
putativen pyridoxalphosphat (PLP) -abhängigen Transferasen aus Basidiomyceten 
(Sanghuangporus baumii 52 % übereinstimmende Aminosäuren; Schizopora paradoxa 48 % 
übereinstimmende Aminosäuren) und putativen PLP-abhängigen Decarboxylasen (Calocera 
cornea 47 %, Rhizoctonia solani; 45 % übereinstimmende Aminosäuren). Größte 
Übereinstimmung bestand zu einem hypothetischen Protein aus Psilocybe cyanescens mit 
76 % übereinstimmender Aminosäuren.   
Zu der Tryptophandecarboxylase PsiD aus P. cubensis, welche an der Biosynthese des 
Psilocybins beteiligt ist, ergibt sich nur ein Prozentsatz übereinstimmender Aminosäuren von 
7 % (Fricke et al. 2017). Zu der charakterisierten PLP-abhängigen L-Tryptophan Decarboxylase 
aus CsTDC aus Ceriporiopsis subvermispora, besteht eine Übereinstimmung der 
Aminosäuresequenz von 30 % (Kalb et al. 2016). Insgesamt ist die Datenlage für 
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charakterisierte Decarboxylasen aus Basidiomyceten jedoch zu dürftig, um die hier gefundene 
Tryptophandecarboxylase genauer einzuordnen. 
 
Tab. 3: Putative Decarboxylase mit Angabe zum Fundort der codierenden Sequenz, der Datenbank, in welcher 
diese gefunden wurden, sowie zur Anzahl der Peptidfragmente, welche durch die Peptidanalytik eine 
Übereinstimmung mit theoretisch berechneten Fragmenten ergaben. Die Peptidanalytik erfolge in Kooperation 
mit Dr. Daniel Braga de Lima am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie, Jena. 
Name Ort im Genom Datenbanken Peptidfragmente 
TDC NODE_1704_ 
g203.t1 
ANID 9 
 
Reinigung und Enzymassay der Kinase 
Die nach dem IEX-Lauf erhaltene Fraktion mit der höchsten Kinaseaktivität (Abb. 19) wurde 
weiter über HIC und anschließend über SEC gereinigt (Abb. 20, Abb. 21). Die aktive Fraktion 
aus dem SEC-Lauf wurde nach Identifizierung über den Kinaseassay weiter mittels 
Peptidanalytik untersucht. 
 
Abbildung 19: FPLC-Profil des IEX-Laufes zur Reinigung der nativen Kinase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Kinaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
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Abbildung 20: FPLC-Profil des HIC-Laufes zur Reinigung der nativen Kinase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Kinaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
 
Abbildung 21: FPLC-Profil des SEC-Laufes zur Reinigung der nativen Kinase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Kinaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
Im Kinaseassay mit nativem Protein konnte ein leichter Umsatz von Psilocin zu Psilocybin von 
ca. 5 % beobachtet werden (Abb. 22).  
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Abbildung 22: HPLC-Profil des Assayextraktes des Kinaseassays. Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) kann in der 
Probe (rot) eine Abnahme von Psilocin (RT 11,2 min, [M+H]+: 205) und die leichte Bildung von Psilocybin (RT 3,4 
min [M+H]+: 285) beobachtet werden. Die Massenzunahme entspricht genau der enzymatisch zugefügten 
Phosphatgruppe zu dem Psilocin. Der ohne Standardkurven schwer zu quantifizierende Umsatz lag allein durch 
Beurteilung durch die Peakflächen bei ca. 5 %. 
 
Peptidanalytik der Kinase 
Nach tryptischem Verdau der gereinigten, nativen Proteinfraktion mit Kinaseaktivität und 
anschließender Peptidanalytik konnten in allen Proteindatenbanken (ANID, LBIC, PCHR, CCIN; 
siehe Kapitel 4.1.2) putative Psilocinkinasen gefunden werden. Schlussendlich wurden vier 
Kandidaten weiterbearbeitet. Diese wurden nach den Proteinen benannt, denen sie im BLAST-
Alignementergebnis am ähnlichsten waren.  
Der Glucosaminkinase-Kandidat erhielt seinen Namen aufgrund seiner Ähnlichkeit zu 
putativen Glucosaminkinasen. Eine gewisse Ähnlichkeit besteht zu einer N-acetyl-D-
glucosaminkinase aus Hypsizygus marmoreus und einer solchen aus Leucoagaricus sp. mit 
einem Prozentsatz übereinstimmender Aminosäuren von 57 % bzw. 54 %. Die größte 
Ähnlichkeit besteht zu einem hypothetischen Protein aus P. cyanescens mit 80 %.  
Der Adenosinkinasekandidat erhielt seinen Namen aufgrund seiner Ähnlichkeit zu putativen 
Adenosinkinasen u.a. aus Coprinopsis cinerea und Lentinula edodes mit einem Prozentsatz 
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übereinstimmender Aminosäuren von 74 % bzw. 70 %. Mit einem hypothetischen Protein aus 
P. cyanescens stimmen 78 % der Aminosäuren überein.  
Der MurG/FolC-Kandidat erhielt seinen Namen aufgrund seiner Ähnlichkeit zu putativen 
Enzymen, welche für die Folylpolyglutamatsynthese zuständig ist oder Enzymen, welche 
putative Muramylligasen darstellen. So ähnelt dieser Kandidat einer 
Folylpolyglutamatsynthase aus Moniliophthora roreri mit einem Prozentsatz 
übereinstimmender Aminosäuren von 53 % und einer Muramylligase aus Trametes coccinea 
mit einem Prozentsatz übereinstimmender Aminosäuren von ebenfalls 53 %. Die größte 
Übereinstimmung von 66 % ergibt sich mit einem hypothetischen Protein aus P. cyanescens. 
Der ThiD-Kandidat erhielt seinen Namen aufgrund seiner Ähnlichkeit zu putativen Enzymen, 
welche an der Thiamin-Biosynthese beteiligt sind. ThiD katalysiert dabei den ATP-abhängigen 
Umsatz von Hydroxymethylpyrimidinphosphat zu Hydroxymethylpyrimidinpyrophosphat 
(Du, 2011). So liegt der Prozentsatz übereinstimmender Aminosäuren bei 70 % bzw. 67 % zu 
je einem Thiaminbiosynthese-Protein aus Coprinopsis cinerea und aus Armillaria ostoyae. Die 
größte Übereinstimmung besteht zu einem hypothetischen Protein aus Psilocybe cyanescens 
mit 86 % übereinstimmender Aminosäuren.  
Tab. 4: Putative Psilocinkinasen mit Angabe zum Fundort der codierenden Sequenz, der Datenbank, in der sie 
gefunden wurden, sowie zur Anzahl der Peptidfragmente, welche durch die Peptidanalytik eine 
Übereinstimmung mit theoretisch berechneten Fragmenten ergaben. Die Peptidanalytik erfolge in Kooperation 
mit Dr. Daniel Braga de Lima am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie, Jena. 
Name Ort im Genom Datenbanken Peptidfragmente 
Glucosaminkinase  NODE_6694_ g1458.t1 ANID, LBIC, PCHR 1/1/1 
Adenosinkinase NODE_5658_ g928.t1 ANID, LBIC, CCIN 12/9/9 
MurG/FolC NODE_9255_ g620.t1 ANID, LBIC, PCHR, CCIN 2/2/2/2 
ThiD NODE_1982_ g701.t2 PCHR 1 
 
Reinigung und Enzymassay der Phosphatase 
Die nach dem IEX-Lauf erhaltene Fraktion mit der höchsten Phosphataseaktivität (Abb. 23) 
wurde weiter über HIC und anschließend über SEC gereinigt (Abb. 24, Abb. 25). Die aktive 
Fraktion aus dem SEC-Lauf wurde nach Identifizierung über den Phosphataseassay weiter 
mittels Peptidanalytik untersucht. 
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Abbildung 23: FPLC-Profil des IEX-Laufes zur Reinigung der nativen Phosphatase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Kinaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
 
Abbildung 24: FPLC-Profil des HIC-Laufes zur Reinigung der nativen Phosphatase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Phosphataseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet.  
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Abbildung 25: FPLC-Profil des SEC-Laufes zur Reinigung der nativen Phosphatase aus P. cubensis. Die Fraktion 
mit der höchsten Phosphataseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. Aufgrund der häufig auftretenden, 
fehlerhaften Kalibrierung der Absorption sind deren Werte im negativen Bereich. 
 
Im Phosphataseassay mit nativem Protein konnte innerhalb von 30 s ein deutlicher Umsatz 
von Psilocybin zu Psilocin beobachtet werden (Abb. 26).  
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Abbildung 26: HPLC-Profil des Assayextraktes des Phosphataseassays. Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) kann 
in der Probe (rot) eine starke Abnahme von Psilocybin (RT 4,2 min, [M+H]+: 285) und die Bildung von Psilocin (RT 
11,7 min, [M+H]+: 205) beobachtet werden. Die Massendifferenz ergibt sich aus der enzymatischen Abspaltung 
einer Phosphatgruppe von Psilocybin.  
 
Peptidanalytik der Phosphatase 
Nach tryptischem Verdau der gereinigten, nativen Proteinfraktion mit Phosphataseaktivität 
und anschließender Peptidanalytik konnten in der ANID-Proteindatenbank (siehe Methoden, 
Kapitel 4.1.2) zwei putative Psilocybinphosphatasen gefunden werden. Diese sind sich recht 
ähnlich und teilen 47 % aller Aminosäuren, wie ein BLAST-Alignment zeigte. Die codierende 
Sequenz für Phos1, phos1, wird von neun Introns unterbrochen und hat eine Länge von 1659 
Basenpaaren. Phos1 hat, bestehend aus 552 Aminosäuren, eine Masse von 59 Kilodalton. Die 
codierende Sequenz phos2 wird von zwölf Introns unterbrochen und hat eine Länge von 1962 
Basenpaaren. Phos2 hat, bestehend aus 655 Aminosäuren, eine Masse von 73 Kilodalton. 
Phos1 zeigt u.a. Ähnlichkeit zu einer putativen Phosphoglyceratmutase aus Punctularia 
strigosozonata und zu einer 3-Phytase aus Leucoagaricus spp. mit 67 % bzw 60 % 
übereinstimmenden Aminosäuren. Auch Phos2 ähnelt u.a. einer 3-Phytase aus Hypsizygus 
marmoreus und einer Phytase aus Laccaria bicolor mit 67% bzw. 75 % übereinstimmender 
Aminosäuren. Sowohl Phos1 als auch Phos2 zeigen die höchste Übereinstimmung zu je einem 
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nicht identischen hypothetischen Protein aus P. cyanescens mit 86 bzw. 88 % 
übereinstimmender Aminosäuren. Des Weiteren liegt eine hohe Übereinstimmung in der 
Aminosäureabfolge zu hypothetischen Proteinen aus den psilocybinproduzierenden Pilzen 
Psilocybe serbica, Gymnopilus dilepis und Panaeolus cyanescens mit 83 %, 69 % und 65 % 
(Phos1) und 83 %, 73 % und 72 % (Phos2) vor (Reynolds et al. 2018, Fricke et al. 2017). 
Alignments der Proteinsequenzen von Phos1 mit Phos2 und den hypothetischen Proteinen 
hoher Übereinstimmung zu Phos1 aus Psilocybe serbica (Pser), Psilocybe cyanescens (Pcya), 
Gymnopilus dilpsis (Gdil) und Panaeolus cyanescens (PaCy) wurden mittels des von Clustal 
Omega bereitgestellten Algorithmus erstellt. Das Alignment ist im Anhang einzusehen.  
Während Phosphoglyceratmutasen die Umlagerung einer Phosphatgruppe innerhalb eines 
Moleküles katalysieren, setzen Phytasen Phosphat aus Phytinsäure frei. Aufgrund der hohen 
Ähnlichkeit zu Phytasen wurden die für Phos1 und Phos2 codierenden Sequenzen zunächst 
phy1 und phy2 genannt (siehe Kapitel 4.1.2, Tab. 14 und Tab. 16). 
Tab. 5: Putative Phosphatasen mit Angabe zum Fundort der codierenden Sequenz, der Datenbank, in welcher 
diese gefunden wurden, sowie zur Anzahl der Peptidfragmente, welche durch die Peptidanalytik eine 
Übereinstimmung mit theoretisch berechneten Fragmenten ergaben. Die Peptidanalytik erfolge in Kooperation 
mit Dr. Daniel Braga de Lima am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie, Jena. 
Name Ort im Genom Datenbanken Peptidfragmente 
Phos1 NODE_5188_ g116.t1 ANID 13 
Phos2 NODE_1982_ g785.t1 ANID 4 
 
Reinigung und Enzymassay der Laccase 
Die nach dem IEX-Lauf erhaltene Fraktion mit der höchsten Laccaseaktivität (Abb. 27) wurde 
weiter über HIC und anschließend über SEC gereinigt (Abb. 28, Abb. 29). Die aktive Fraktion 
aus dem SEC-Lauf wurde nach Identifizierung über den Laccaseassay weiter mittels 
Peptidanalytik untersucht. 
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Abbildung 27: FPLC-Profil des IEX-Laufes zur Reinigung der nativen Laccase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Laccaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
 
Abbildung 28: FPLC-Profil des HIC-Laufes zur Reinigung der nativen Laccase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Laccaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
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Abbildung 29: FPLC-Profil des SEC-Laufes zur Reinigung der nativen Laccase aus P. cubensis. Die Fraktion mit der 
höchsten Laccaseaktivität ist mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
Im Laccaseassay mit nativem Protein wurde innerhalb von 15 min das gesamte im Assay 
vorhandene Psilocin umgesetzt (Abb. 30). In Extrakten der Enzymassays konnte kein 
Reaktionsprodukt mittels HPLC-MS nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass der 
gebildete blaue Farbstoff proteinbindende Eigenschaften hat und schwer in Lösung zu bringen 
ist, was eine Detektion erschwert (Levine 1967). Im Gegensatz dazu wurde Bufotenin zu einem 
mittels HPLC-MS detektierbaren Produkt umgesetzt, wahrscheinlich einem Bufotenindimer 
(Abb. 31). Die verschiedene Detektierbarkeit, vermutlich auf Strukturabweichungen der 
Reaktionsprodukte beruhend, scheint allein in dem leichten, isomeren Unterschied zwischen 
Psilocin und Bufotenin zu liegen (siehe Abb. 12, Strukturvorschläge für mögliche 
Reaktionsprodukte siehe Abb. 37 und Abb. 38).  
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Abbildung 30: HPLC-Profil des Assayextraktes des Laccaseassays. Im Vergleich zur Probe (rot) kann in der 
Kontrolle (schwarz) kein Psilocin (RT 11,8, [M+H]+: 205) mehr beobachtet werden.  
 
Abbildung 31: HPLC-Profil des Assayextraktes des Laccaseassays. Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) kann in 
der Probe (rot) ein deutlicher Umsatz von Bufotenin (8,6 min, [M+H]+: 205) zu einem neuen Produkt (RT 6,8 min 
[M+H]+: 407) beobachtet werden. Die Masse des neuen Produktes entspricht der eines Bufotenindimers unter 
Verlust zweier Protonen. Der leichte Peak bei 6,7 in der Kontrolle stellt auch das Reaktionsprodukt dar, da als 
Kontrolle kein hitzeinaktiviertes Protein, sondern eine wenig aktive Fraktion verwendet wurde. 
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Peptidanalytik der Laccase 
Nach tryptischem Verdau der gereinigten, nativen Proteinfraktion mit Oxidationsaktivität und 
anschließender Peptidanalytik ergaben alle Proteindatenbanken Treffer für eine putative 
Laccase (siehe Methoden 4.1.2). Die codierende Sequenz für die Laccase (Lac), lac, wird von 
13 Introns unterbrochen und hat eine Länge von 1587 Basenpaaren. Lac hat, bestehend aus 
528 Aminosäuren, eine Masse von 57 Kilodalton. Lac zeigt nach Alignments über BLAST eine 
hohe Ähnlichkeit zu vier hypothetischen Proteinen aus P. cyanescens mit Prozentsätzen von 
64 - 70 % identischer Aminosäuren. Auch zu hypothetischen Proteinen aus den 
psilocybinproduzierenden Pilzen Psilocybe serbica, Gymnopilus dilepis und Panaeolus 
cyanescens liegt eine hohe Ähnlichkeit mit 63 %, 63 % und 60 % identischer Aminosäuren vor 
(Reynolds 2018, Fricke 2017). Weiterhin zeigt die putative Laccase eine hohe Ähnlichkeit zu 
Laccasen aus anderen Basidiomyceten, so z.B. zu Cyathus bulleri und Stropharia aeruginosa 
mit 67 bzw. 64 % identischer Aminosäuren.   
Alignments der Proteinsequenzen von Lac und den hypothetischen Proteinen mit hoher 
Übereinstimmung zu Lac aus Psilocybe serbica (Pser), Psilocybe cyanescens (Pcya), 
Gymnopilus dilepis (Gdil) und Panaeolus cyanescens (PaCy) wurden mittels des von Clustal 
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) bereitgestellten Algorithmus erstellt. 
Das Alignment ist im Anhang einzusehen. 
Tab. 6: Putative Laccase mit Angabe zum Fundort der codierenden Sequenz, der Datenbank, in welcher diese 
gefunden wurden, sowie zur Anzahl der Peptidfragmente, welche durch die Peptidanalytik Übereinstimmung mit 
theoretisch berechneten Fragmenten ergaben. Die Peptidanalytik erfolge in Kooperation mit Dr. Daniel Braga de 
Lima am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie, Jena. 
Name Ort im Genom Datenbanken Peptidfragmente 
Laccase NODE_268_g221.t1 ANID, CCIN, LBIC, PCHR 2, 5, 9, 1 
 
Laccasen aus Basidiomyceten wurden aufgrund ihrer Rolle im Ligninabbau eingehend 
erforscht. Bisher wurden mehr als 100 Laccasen aus Basidiomyceten (teil-) charakterisiert 
(Baldrian 2006). Über Alignments verschiedener fungaler Laccasen konnten mehrere 
konservierte Bereiche in den Aminosäuresequenzen gefunden werden, gerade für jene 
Bereiche, in denen die drei katalytisch aktiven Kupferzentren vorliegen. So finden sich auch in 
der hier gefundenen Laccase die Signaturen in der Aminosäuresequenz HWHG-X9-DG-X6-QCPI; 
GTXWYHSH-X3-QYCXDGLXGX; HPXHLHGH und, mit leichten Abweichungen, G-(PA)-WX-(LFV)-
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HCHIDAEXHX3-G-(LMF)-X3-(LFM) (Kumar et al. 2003). Für die letzte Signatur wurde später eine 
genauere Aminosäuresequenz, GPWXLHCHIDxH-X3-GL-X3-F, angegeben, welche mit der hier 
gefundenen Laccase übereinstimmt (Kilaru et al. 2006, siehe auch Aminosäuresequenz der 
hier gefundenen Laccase sowie Alignments mit putativen Laccasen im Anhang).  
Die hier beschriebene putative Laccase zeigt zudem eine kurze Membranankersequenz. Zur 
Vorhersage der Membranankersequenz wurde der Algorithmus Phobius (Käll et al. 2004) 
verwendet. 
Heterologe Produktion der putativen Psilocybinbiosyntheseenzyme 
Die gefundene Tryptophandecarboxylase sowie die Psilocybinkinase wurden nicht weiter 
charakterisiert. Im Laufe dieser Arbeit konnte der für die Biosyntheseenzyme des Psilocybins 
codierende Gencluster gefunden und die einzelnen Biosyntheseenzyme charakterisiert 
werden. Es zeigte sich, dass die hier vorgestellten putativen Biosyntheseenzyme nicht mit 
diesen übereinstimmten (Fricke et al. 2017).  
Heterologe Produktion der Phosphatasen 
Die beiden Kandidatenenzyme für die Psilocybinphosphatase wurden erfolgreich als 
N-Terminale Hexahistidin-Fusionsproteine heterolog in E. coli KRX produziert (siehe Kapitel 
4.1.2). In einem in-vitro Produktbildungsassay konnte für beide Enzyme der Umsatz von 
Psilocybin zu Psilocin beobachtet werden (Abb. 32).  
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Abbildung 32: HPLC-Profil des Assayextraktes des Phosphataseassays. Im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) kann 
in den Proben (Phos1: rot; Phos2: blau) ein deutlicher Umsatz von Psilocybin (RT 13,5 min, [M+H]+: 285) zu 
Psilocin (RT 16,1 min, [M+H]+: 205) beobachtet werden. Der ohne Standardkurven schwer zu quantifizierende 
Umsatz lag allein durch Beurteilung durch die Peakflächen bei ca. 20 % für Phos1 und bei ca. 10 % für Phos2. 
 
Heterologe Produktion Laccase 
Nach Transformation von Aspergillus niger (siehe Kapitel 4.1.2) konnten keine positiven 
Transformanten erhalten werden. Die Transformation von E. coli verlief problemlos (siehe 
Kapitel 4.1.2). Jedoch konnte eine erfolgreiche Proteinproduktion nicht über einen in-vitro-
Produktbildungsassay nachgewiesen werden.  
MALDI-Analytik des chemischen Oxidationsproduktes des Psilocins 
Die Analytik der chemischen Oxidationsprodukte des Psilocins (siehe Kapitel 4.1.2) ergab Hinweise 
auf eine Polymerstruktur des Reaktionsproduktes (Abb. 33, Abb. 34). 
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Abbildung 33: Ausschnitt des Massenprofils der MALDI-TOF-Messung des blauen Farbstoffes. Es können Peakmuster in einem Abstand von ca. 202 Masseneinheiten beobachtet 
werden. Die Messung erfolge in Kooperation mit Dr. María García-Altares Pérez am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie, Jena.
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Abbildung 34: Ausschnitt des Massenprofils der MALDI-TOF-Messung des blauen Farbstoffes. Die Messung 
erfolge in Kooperation mit Dr. María García-Altares Pérez am Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung und 
Infektionsbiologie, Jena. 
 
Aus Abb. 33 wird der regelmäßige Abstand der beobachteten Massen ersichtlich. Dieser 
beläuft sich immer auf ca. 202 Masseneinheiten, was einer hinzugefügten Psilocineinheit (bei 
Verlust zweier Protonen) entspricht. Weitere Peaks innerhalb einer Gruppe sind vermutlich 
auf schwerere Addukte (Bsp. [M+ACN]+) zurückzuführen. Abb. 34 zeigt einen hochaufgelösten 
Massebereich. Die hier beobachteten Massenabstände lassen vermuten, dass neben den 
einfach verknüpften Psilocinpolymeren auch Polymere in verschiedenen Oxidationsstufen 
und somit einer unterschiedlichen Zahl von Protonen vorliegen. Es ergibt sich allgemein für 
die Masse eines nichtoxidierten Psilocinoligomers aus n Einheiten: 
mRed(n) = [(204,13*n)-(2*(n-1))]. Eine mögliche Strukturformel für das Psilocinoligomer ist in 
Abb. 38 und Abb. 39 gezeigt.  
 
4.1.2 Methoden 
 
Die im Folgenden verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich und die verwendeten 
Lösungsmittel von Carl Roth bezogen. 
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Extraktion von Sekundärmetaboliten 
Zur Analytik von Indolderivaten aus Psilocybe serbica P199 wurde eine Kultur dieses Pilzes auf 
Malzextrakt/Sojapepton (MEP)-Medium (1,8 % Agar) mit einem sterilen Skalpell in ca. 
2 mm3-große Würfel geschnitten um zwei Kolben mit je 400 ml MEP-Medium anzuimpfen. 
Diese Kulturen wurden 20 d bei RT und 140 rpm geschüttelt. Das fertig gewachsene Mycel 
wurde über Miracloth (Merck Millipore) abfiltriert, mit ddH2O gewaschen und zwischen 
Filterpapier und Papiertüchern leicht trockengepresst. Die Mycelmasse wurde in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren, gemörsert und in einem Erlenmeyerkolben mit 200 ml Methanol 
für 18 h bei 140 rpm geschüttelt. Das Lösungsmittel wurde mittels Filtration von der 
Mycelmasse getrennt, mit Natriumsulfat getrocknet, das Methanol unter vermindertem 
Druck und das restliche Wasser über Lyophylisation entfernt. Der Rückstand wurde in 1,5 ml 
Methanol aufgenommen, filtriert und mittels HPLC-HRMS analysiert.   
Fruchtkörper von P. cubensis wurden wie in Publikation 2 (Lenz et al. 2017) beschrieben 
angezogen. Zur Extraktion von Psilocin und Psilocybin wurden die Fruchtkörper geerntet, 
manuell von Erde gesäubert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und mit Methanol 
(50 ml/10 g Biomasse) für 18 h bei 140 rpm und 21 °C extrahiert. Anschließend wurde durch 
Miracloth gefiltert, das Methanol unter vermindertem Druck und das restliche Wasser über 
Lyophylisation entfernt. Der Rückstand wurde in Wasser mit 0,1 % Trifluoressigsäure (TFA) 
aufgenommen (ca. 20 ml/200 g extrahierter Biomasse). Anschließend wurden 20 ml 
Cyclohexan zugegeben, gevortext und 5 min bei 13750 g zentrifugiert. Die wässrige Phase 
wurde vorsichtig entfernt, durch Watte gefiltert und mittels HPCL/HRMS analysiert.  
Reinigung und Analytik von Extrakten über chromatographische Methoden  
Zur Reinigung von Psilocin und Psilocybin für Enzymassays wurde zunächst über eine Eclipse 
XDB-C8 Säule (21,2 x 250 mm, Partikelgröße 7 µm, Agilent) angeschlossen an eine 1260 Infinity 
HPLC (Agilent Technologies) fraktioniert. Es wurden je 5 ml eingespritzt. Als Laufmittel wurden 
ACN (A) und Wasser mit 0,1 % TFA (B) genutzt. Der Fluss lag bei 15 ml/min, zur Detektion 
wurde die Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. Zur Elution wurde von 0 – 2 min isokratisch 
bei 10 % A, von 2 – 5 min ein Gradient auf 30 % A und von 5 – 9 min ein Gradient von 30 % auf 
70 % A gefahren. Die einzelnen Fraktionen wurden über HPLC-MS auf ihren 
Psilocin/Psilocybingehalt hin untersucht. Die gewünschten Fraktionen wurden vereinigt, das 
Acetonitril unter vermindertem Druck und das Wasser über Lyophylisation entfernt. Der 
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Rückstand wurde in ca. 1 ml Wasser mit 0,1 % TFA aufgenommen. Dieser wurde über eine 
Eclipse XDB-C8 Säule (9,4 x 250 mm, Partikelgröße 5 µm, Agilent) angeschlossen an eine 1200 
Series HPLC (Agilent Technologies), ausgestattet mit einem Dioden-Array-Detektor mit einem 
Wellenlängenbereich von 190-600 nm, weiter fraktioniert. Es wurden je 30 – 80 µl 
eingespritzt. Der Fluss lag bei 2,5 ml/min. Zur Elution wurde von 0 – 2 min ein Gradient von 
5 % auf 15 % A, gefolgt von einem isokratischen Schritt bei 15 % A, verwendet. Die einzelnen 
Fraktionen wurden über HPLC-MS analysiert, anschließend wurde das Acetonitril unter 
vermindertem Druck und das Wasser über Gefriertrocknung entfernt. Der Rückstand wurde 
in dem Reaktionspuffer des jeweiligen Enzymassays aufgenommen.  
Lyophilisierte Fruchtkörper von Amanita citrina enthalten zwischen 0,4 und 1,5 % Bufotenin 
(Stijve, 1979). Zur Gewinnung von Bufotenin wurden daher Fruchtkörper von Amanita citrina 
gesammelt und extrahiert. Die Fruchtkörper wurden in einem Mischwald in der Nähe von 
Trockenborn-Wolfersdorf (N 50,795; O 11,673) gesammelt, entsprechend dem Protokoll zur 
P. cubensis extrahiert und das Bufotenin mit den gleichen Methoden wie bei Psilocin gereinigt. 
Das reine Bufotenin wurde in 20 mM MOPS-Puffer (pH 7,5) aufgenommen. 
Zur Analytik der Extrakte und Enzymassays welche Indolderivate wie Tryptophan, Psilocin, 
Psilocybin, Bufotenin und deren Reaktionsprodukte enthielten, wurde eine 1260 Infinity HPLC 
(Agilent), ausgestattet mit einem Dioden-Array-Detektor mit einem Wellenlängenbereich von 
190-600 nm, gekoppelt an die MS 6130 Quadropole LC/MS (Agilent) ausgestattet mit einer 
ESI-Ionisationsquelle, verwendet. Gemessen wurde auf einer Eclipse XDB C-18 Säule (4,6 x 
150 mm, Partikelgröße 5 µm, Agilent). Die Laufmittel waren Wasser mit 0,1 % TFA (A) und ACN 
(B). Es wurde ein Gradient von 5 % B auf 19 % B in 12 min bei einem Fluss von 1 ml/min 
verwendet.  
Zur hochauflösenden Analytik mittels HPLC-HRMS der Extrakte, welche Indolderivate 
enthielten, wurde wie in Publikation 1 (Wick, 2016) beschrieben vorgegangen.  
Zur Analytik des Phosphataseassays mit heterolog produziertem Protein wurde die oben 
genannte HPLC-MS, ausgestattet mit einer Hypercarb-Säule (150 x 4,6 mm, Partikelgröße 
5 µm, Thermo Scientific), verwendet. Auf einen isokratischen Schritt bei 5 % B für 5 min folgte 
ein Gradient auf 95 % B bei einem Fluss von 1 ml/min. 
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Extraktion von nativem Protein aus P. cubensis Fruchtkörpern 
Natives, pilzliches Protein wurde mittels Ionenaustauschchromatographie (Anion Exchange 
Chromatography, IEX), hydrophober Interaktionschromatographie (Hydrophobic Interaction 
Chromatography, HIC) und Größenausschlusschromatographie (Size Exclusion 
Chromatography, SEC) gereinigt. Dabei wurden nach jedem Reinigungsschritt alle Fraktionen 
mittels eines in-vitro-Produktbildungsassays auf die jeweils gesuchte Enzymaktivität hin 
untersucht.   
Zur Extraktion des nativen Proteins wurden 10 g Fruchtkörper von P. cubensis P 202 
mechanisch von Erde gesäubert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren, fein gemörsert und in 
einem 50 ml-Reaktionsgefäß mit dem jeweiligen Laufpuffer zur Reinigung mittels IEX auf 50 
ml aufgefüllt. Nach kurzem Schütteln (1-3 min) wurde bei 13750 g für 10 min zentrifugiert. Der 
Überstand (ca. 45 ml) wurde über Watte gefiltert und konnte in die FPLC eingespritzt werden.  
Fraktionierung von nativem Protein über IEX 
Zur Proteinreinigung wurde eine Äkta Pure FPLC (GE Healthcare) ausgestattet mit einer 
Q-Sepharose Fast Flow Ionenaustauschsäule (Säulenvolumen, CV, 50 ml) verwendet. Die 
Proteinlösung wurde über einen 50 ml-Probengeber aufgetragen. Der Fluss lag bei 1 ml/min. 
Ab dem Waschschritt wurden die Fraktionen (je 2,2 ml) durchgängig gesammelt. Ab dem 
Elutionsschritt wurde das Fraktionsvolumen auf 2,0 ml verringert.  
Tab. 7: Verwendete Puffer für die Fraktionierung nativen Proteins mittels IEX. Alle Puffer wurden mit ddH2O auf 
1 L aufgefüllt und der pH-Wert mit 1N NaOH oder 1N HCl auf 7,0 eingestellt. 
Name Zusammensetzung Menge 
PBS-Puffer A (50 mM NaCl) NaH2PO4 
NaCl 
6,9 g 
2,9 g 
PBS-Puffer B (1,5 M NaCl) NaH2PO4 
NaCl 
6,9 g 
86,7 g 
IEX-Tris-Puffer A (50 mM NaCl) TRIS 
NaCl 
3,03 g 
2,9 g 
IEX-Tris-Puffer B (1,5 M NaCl) TRIS 
NaCl 
3,03 g 
86,7 g 
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Tab. 8: FPLC-Programm für die Fraktionierung nativen Proteins mittels IEX 
Schritt Laufmittel Volumen 
1 CV = 50 ml  
Kommentar 
Äquilibrierung A 1 CV   
Injektion A 0,9 CV   
Waschschritt A 0,5 CV   
Elution A; B 1,5 CV  Der Anteil von B am Laufmittel wurde 
linear von 0 – 100 % erhöht. 
Säulenreinigung Wasser 
NaOH (1M) 
Wasser 
NaCl (1,5 M) 
Wasser 
EtOH (20%) 
1 CV  
2 CV  
1 CV  
1,5 CV  
2 CV  
2 CV  
Die Säulenreinigung wurde meist einen 
Tag nach der Proteinreinigung 
durchgeführt. Dafür wurde die Säule 
nach dem Elutionsschritt ausgebaut 
und im Kühlschank bei 4 °C aufbewahrt.  
 
Fraktionierung von vorgereinigtem Protein über hydrophobe Interaktionschromatographie 
Nach Fraktionierung des nativen Proteins mittels IEX wurde die Fraktion, welche im jeweiligen 
in-vitro Assay Umsatz zeigte, weiterer Fraktionierung mittels hydrophober 
Interaktionschromatographie (HIC) unterzogen. Dazu wurde die aktive Proteinfraktion (6 – 16 
ml) mittels PD-10 Säule auf HIC-Puffer A umgepuffert und in die FPLC gegeben. Als Säule 
wurde eine Hitrap Phenyl HP mit einem Volumen von 1 ml verwendet. Der Fluss lag bei 
1 ml/min. Während des Elutionsschrittes wurden die Fraktionen (je 0,5 ml) gesammelt.  
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Tab. 9: Verwendete Puffer für die Fraktionierung nativen Proteins mittels HIC 
Name  Zusammensetzung Menge Kommentar 
HIC-Puffer A 
(Hochsalz) 
NaH2PO4 x 1 H2O 
(NH4)2SO4 
6,95 g 
208,5 g 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N HCl auf 7,0 einstellen 
HIC-Puffer B 
(Niedrigsalz) 
NaH2PO4 x 1 H2O 
(NH4)2SO4 
6,95 g 
6,6 g 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N HCl auf 7,0 einstellen 
HIC-Puffer C 
(Hochsalz) 
MOPS 
(NH4)2SO4 
4,2 g 
208,5 g 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N NaOH auf 7,5 einstellen 
HIC-Puffer D 
(Niedrigsalz) 
MOPS 
(NH4)2SO4 
4,2 g 
6,6 g 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N NaOH auf 7,5 einstellen 
 
Tab. 10: FPLC-Programm für die Fraktionierung nativen Proteins mittels HIC 
Schritt Laufmittel Volumen 
1 CV = 1 ml  
Kommentar 
Equilibrierung A 5 CV   
Injektion A 13 CV  
Waschschritt A; B 5 CV  5 % B im Laufmittel 
Elution A; B 30 CV Grad. 
10 CV Isok. 
Der Anteil von B am Laufmittel wurde linear 
von 5 – 100 % erhöht. Anschließend folgte 
ein isokratischer Schritt bei 100 % B.  
Säulenreinigung Wasser 
NaOH (1M) 
Wasser 
EtOH (20%) 
5 CV 
5 CV 
5 CV 
5 CV 
Die Säulenreinigung wurde meist einen Tag 
nach der Proteinreinigung durchgeführt. 
Dafür wurde die Säule nach dem 
Elutionsschritt ausgebaut und im Kühlschank 
bei 4 °C aufbewahrt.  
 
Fraktionierung von vorgereinigtem Protein über Größenausschlusschromatographie 
Nach Fraktionierung des nativen Proteins mittels HIC wurde die Fraktion, welche im jeweiligen 
in-vitro Assay Umsatz zeigte, weiterer Fraktionierung mittels 
Größenausschlusschromatographie unterzogen. Dazu wurde die aktive Proteinfraktion mittels 
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PD-10 Säule auf den jeweiligen SEC-Puffer umgepuffert. Anders als bei den vorherigen FPLC-
Reinigungsschritten braucht man für den SEC-Reinigungsschritt nur einen einzigen Puffer. Als 
Puffer wählt man den Reaktionspuffer des jeweiligen in-vitro Produktbildungsassays. Als Säule 
wurde eine Superdex 200 Increase 10/300 GL mit einem Säulenvolumen von 24 ml verwendet. 
Als Probengeber wurde eine Probenschleife mit einem Volumen von 884 µl verwendet. Daher 
wurde die aktive umgepufferte Fraktion nach der Reinigung mittels HIC mit einem Amicon-
Filter (Merck Millipore, 10 kDa Cutoff) mittels Zentrifugation bei 5000 g auf ein Volumen von 
ca. 800 µl aufkonzentriert. Eluiert wurde bei einem Fluss von 0,5 ml/min. Während des 
Elutionsschrittes wurden die Fraktionen (je 1 ml) gesammelt.  
Tab. 11: Verwendete Puffer für die Fraktionierung nativen Proteins mittels SEC 
Name  Zusammensetzung Menge Kommentar 
SEC-Puffer 
Decarboxylase 
 
TRIS 
MgCl2 
1,22 g 
0,2 g 
mit ddH2O auf 0,2 L auffüllen, pH 
mit HCl auf 7,4 einstellen. 
SEC-Puffer 
Kinaseassay 
NaH2PO4  
 
3,45 g Mit ddH2O auf 500 ml auffüllen;  
pH mit 4 N NaOH auf 7,4 einstellen  
SEC-Puffer C 
für tryptischen Verdau 
NH4HCO3 0,79 g mit 200 ml H2O auffüllen; pH  bei 
8,1 
SEC-Puffer 
Phosphatase-, 
Laccaseassay  
MOPS 
 
4,2 g 
 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N NaOH auf 7,5 einstellen 
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Tab. 12: FPLC-Programm für die Fraktionierung nativen Proteins mittels SEC 
Schritt Laufmittel Volumen 
1 CV = 24 ml 
Kommentar 
Equilibrierung A 1 CV   
Injektion A 0,03 CV  
Elution A 2 CV Isok. Die Elution verläuft isokratisch bei 
100 % A.  
Säulenreinigung Wasser 
NaOH (1M) 
Wasser 
EtOH (20%) 
1 CV 
2 CV 
1 CV 
1,5 CV 
Die Säulenreinigung erfolgte meist 
unmittelbar nach der 
Proteinreinigung.  
 
Die Enzymfraktionen der vermuteten Kinase wurden in allen FPLC-Schritten jeweils über die 
Phosphatpuffer gereinigt. Die Enzymfraktionen für die vermutete Decarboxylase wurden für 
den IEX und HIC-Lauf über Phosphatpuffer, der SEC-Lauf über Tris-Puffer fraktioniert. Die 
vermutete Laccase und Phosphatase wurden im IEX-Lauf über den TRIS-Puffer, im HIC und 
SEC-Lauf über MOPS-Puffer aufgetrennt. Waren die aktiven Fraktionen bekannt, wurde im 
SEC-Lauf der Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (SEC-Puffer C) verwendet. Die Wahl der 
Puffersysteme in den jeweiligen Laufmitteln wirkte sich kaum auf das Elutionsverhalten der 
Proteine aus (siehe Tab. 7, 9 und 11).  
 
In vitro Assay Decarboxylase 
Für den Tryptophan Decarboxylaseassay wurden 4 µl Tryptophan (50 mM in TRIS-Puffer, Tris 
50 mM pH 7,4; Endkonzentration 3,1 mM), 20 µl PLP (4 mM in TRIS-Puffer; Endkonzentration 
1,3 mM) und 40 µl Proteinlösung vorliegend in TRIS-Puffer, in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß 
vereinigt und 18 h bei RT inkubiert. Anschließend wurde der Assay eingefroren und 
lyophylisiert. Der Rückstand wurde in 150 µl Wasser (+ 0,1 % TFA)/ACN (10:1) aufgenommen 
und mittels HPLC-MS vermessen (siehe: „Reinigung und Analytik von Extrakten über 
chromatographische Methoden“).  
Als Kontrolle diente ein Ansatz mit bei 95 °C für 15 min denaturiertem Protein. 
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In vitro Assay Kinase 
Die vereinigten Fraktionen wurden aufkonzentriert und auf TRIS (50 mM pH 7,4) umgepuffert. 
Für den Kinaseassay wurden 100 µl ATP/MgCl2-Lösung (gelöst in TRIS, 50 mM pH 7,4; 
Endkonzentration ATP/MgCl2: 10 mM), 85 µl Proteinlösung und 13 µl Psilocin (64 mM, in TRIS, 
50 mM pH 7,4; Endkonzentration 4 mM) in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vereinigt und 18 h 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei -80 °C gefroren, 2-3 h 
lyophylisiert, in 100 µl Wasser:ACN (9:1) aufgenommen und mittels HPLC-MS analysiert (siehe: 
„Reinigung und Analytik von Extrakten über chromatographische Methoden“). 
In vitro Assay Phosphatase 
Für den in-vitro-Phosphataseassay mit nativem Protein wurden 100 µl der jeweiligen 
Proteinfraktion auf MOPS (20 mM, pH 7,5) oder Carbonatpuffer (NH4HCO3, 50 mM, pH 8,1) 
umgepuffert und mit 1 µl Psilocybin (90 mM in Wasser; Endkonzentration 0,9 mM) und 1 µl 
MgCl2 (100 mM in Wasser, Endkonzentration 1 mM) in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß für 30 s 
inkubiert. Der Assay wurde durch Schockfrieren in flüssigem Stickstoff gestoppt, lyophylisiert 
und per HPLC-MS analysiert (siehe: „Reinigung und Analytik von Extrakten über 
chromatographische Methoden“).  
In vitro Assay Laccase 
Für den Laccase-Assay wurden 99 µl der in 20 mM MOPS-Puffer (pH 7,5) umgepufferten 
Proteinfraktionen mit je 1 µl Bufotenin (100 mM; Endkonzentration 1 mM) oder 1 µl Psilocin 
(93 mM; Endkonzentration 0,9 mM) für 2 h inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei -
80 °C gefroren, 2-3 h lyophylisiert, in 100 µl Wasser:ACN (9:1) aufgenommen und mittels 
HPLC-MS analysiert (siehe: „Reinigung und Analytik von Extrakten über chromatographische 
Methoden“).  
 
Proteinverdau und Analytik mittels HRMS 
Proteinfraktionen, welche im jeweiligen in-vitro-Produktbildungsassay nach der 
Fraktionierung mittels SEC positiv getestet wurden, wurden mit Trypsin verdaut und 
anschließend mittels HRMS/MS-MS weiter analysiert.   
Nach Fraktionierung mittels SEC befand sich das Protein in dem Puffer des jeweiligen 
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in-vitro-Produktbildungsassays. Falls nicht der Ammoniumhydrogencarbonatpuffer 
verwendet wurde, wurde vor dem tryptischen Verdau über PD-10 Säule auf diesen 
umgepuffert. Zunächst wurde die Proteinkonzentration der Probe mittels ihrer zugehörigen 
Peakfläche im FPLC-Profil grob bestimmt. Dabei wurde von der Näherung ausgegangen, dass 
80 mAU*ml im FPLC-Profil etwa einer Proteinkonzentration von 300 µg/ml entsprechen. Zu 
100 µl Proteinlösung wurde 50 µg Trypsin (0,2 µg/ µl, gelöst in HCl, 1 M) pro mg Protein 
gegeben. Anschließend wurde 18 h bei 37 °C inkubiert.  
 
Peptidreinigung 
Zur Reinigung, Entsalzung und Aufkonzentrierung der Peptidfragmente wurden eine Mikro-
C18-Säule in einer Pipettenspitze („Ziptip“; Millipore) verwendet.  
Tab. 13: Lösungen für das Ziptip-Protokoll 
Lösung Zusammensetzung 
A  Acetonitril + 0,1 % Ameisensäure (FA) 
B  Wasser + 0,1 % FA 
C Probe 
D 95 % Wasser + 0,1 % FA; 5 % ACN 
E 50 % Wasser + 0,1 % FA; 50 % ACN 
 
Zunächst wurde eine Ziptip-Säule fest auf eine 20 µl -Pipette gesteckt. Diese wurde auf 10 µl 
eingestellt. Zur Befeuchtung des Säulenmaterials wurden langsam 10 µl Lösung A in die Ziptip-
Säule aufgenommen und wieder abgegeben. Dieser Schritt wurde ca. 10 x wiederholt, bis 
keine Luftblasen mehr aus der Ziptip-Säule entwichen. Mit heruntergedrücktem 
Pipettenkolben wurde die Ziptip-Säule in Lösung B transferiert. Zur Equilibrierung des 
Säulenmaterials wurde auch hier wieder 10 x 10 µl Lösung aufgenommen und abgegeben. 
Dabei war darauf zu achten, dass keine Luftblasen in die Ziptip-Säule gelangen. Mit 
heruntergedrücktem Pipettenkolben wurde die Ziptip-Säule in Lösung C transferiert. Während 
auch hier wieder 10 x 10 µl Lösung langsam aufgenommen und abgegeben wurde, banden die 
Peptidfragmente an die Säule. Die Ziptip-Säule wurde nun zum Waschen und Entsalzen der 
Peptide wie oben in Lösung D transferiert und 10 x gewaschen. Zur Elution der 
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Peptidfragmente wurden zunächst 10 µl der Lösung E in die Ziptip-Säule aufgenommen. Nach 
ca. 20 Sek. Wartezeit wurde die Lösung in den HPLC-HRMS-Probenbehälter abgegeben. Dieser 
Schritt wurde zur kompletten Elution der Peptidfragmente einmal wiederholt.  
 
Erstellen der Proteindatenbanken 
Das vorliegende Genom von P. cubensis P 202 (Fricke et al. 2017) wurde mittels des 
Genvorhersageprogramms AUGUSTUS (Stanke et al. 2004) und dessen 
Annotationsalgorithmus in eine Proteindatenbank umgewandelt. Insgesamt wurden vier 
Datenbanken erstellt. Diese Datenbanken nutzten verschiedene Vorhersagealgorithmen 
basierend auf den Genmodellen der Pilze Aspergillus nidulans, Phanerochaete chrysosporium, 
Laccaria bicolor und Coprinus cinereus.   
Jede Datenbank lag als FASTA-File vor und konnte von dem Peptidanalytikprogramm 
MaxQuant (Tyanova et al. 2015) genutzt werden. Die Datenbanken wurden entsprechend 
dem Organismus, mit dem die Annotation durchgeführt wurde, in ANID, PCHR, LBIC und CCIN 
benannt. Mithilfe dieser Datenbanken konnte der Algorithmus von MaxQuant in silico 
generierte Peptidfragmente mit tatsächlichen, über UHPLC-MS/MS-MS generierten 
Peptidfragmenten vergleichen und so gemessene Peptidfragmente putativen Enzymen 
zuordnen. 
 
Peptidanalytik mittels UHPLC-MS/MS-MS 
Die Peptidanalytik erfolgte in Kooperation mit Dr. Daniel Braga de Lima, Mitarbeiter der 
Forschungsgruppe Synthetische Mikrobiologie des Leibniz-Institut für Naturstoff-Forschung 
und Infektionsbiologie, Jena. 
Zur Peptidanalytik wurde ein UltiMate 3000 UHPLC mit einer HESI-Quelle gekoppelt an eine 
Q-Exactive Plus Orbitrap LC-MS/MS (Thermo Scientific) verwendet. Als Säule wurde eine Aeris 
PEPTIDE XDB-C18 (Phenomenex) mit einer Partikelgröße von 1,7 µm und einer Abmessung 
von 150 x 2,1 mm verwendet. Es wurden 10 µl Probe eingespritzt. Der Fluss lag bei 0,2 ml/min. 
Als Laufmittel wurden H2O + 0,1 % Ameisensäure (FA, Laufmittel A) und ACN + 0,1 % FA 
(Laufmittel B) verwendet. Zunächst wurde bei 1 % B 2 min gespült. Anschließend wurde 
zwischen t = 2 und t = 9 min der Anteil von B linear auf 9 % erhöht. Zwischen t = 9 und t = 38 
108 
 
wurde nun der Anteil von B linear auf 55 % erhöht.   
Über die Analytik der MS und MS/MS-Ergebnisse mittels der Software MaxQuant und dem 
Vergleich der Ergebnisse mit den selbstgenerierten Proteindatenbanken der genannten Pilze 
konnten putative Biosyntheseenzyme identifiziert werden.  
 
Bioinformatische Untersuchung putativer Biosyntheseenzyme 
Die über MS und MS/MS identifizierten Peptidsequenzen konnten über die Software 
MaxQuant putativen Biosyntheseenzymen zugeordnet werden. Gefundene Enzyme wurden 
mit der Protein-BLAST Bibliothek verglichen (Altschul et al. 1990, Boratyn et al. 2012). 
Aussichtsreiche Biosyntheseenzymkandidaten, welche große Ähnlichkeit mit bereits 
bekannten oder vermuteten passenden Biosyntheseenzymen aufwiesen, wurden genauer 
untersucht. Über Alignements wurden Introns innerhalb der codierenden Sequenzen 
identifiziert und die vermutete vollständige cDNA-Sequenz zusammengestellt. Mithilfe dieser 
konnten nun Primer für die Amplifikation der Gene von cDNAs erstellt werden. 
 
RNA Extraktion und cDNA Synthese 
RNA wurde aus ausgewachsenen Fruchtkörpern des P. cubensis P202 isoliert. Die Fruchtkörper 
wurden mechanisch gesäubert und die Stiele unter sterilen Bedingungen längs geteilt. Aus den 
inneren Stielbereichen wurden mit einem Skalpell ca. 3 mm3 große Würfel geschnitten, in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
lyophylisiert. Die RNA wurde über das SV Total RNA Isolation Systems (Promega) extrahiert. 
Die isolierte RNA wurde entweder bei – 80°C gelagert oder gleich zur cDNA-Synthese 
verwendet. cDNA wurde über das RevertAid RT-Kit (ThermoScientific) synthetisiert. Hierfür 
wurden Oligo (dT) und Anchored Oligo (dT)-Primer verwendet. Die cDNA wurde bei -20 °C 
gelagert. Zur Erstellung der Lac_NA Konstrukte wurden Primer verwendet, welche lac erst ab 
dem 51. Basenpaar amplifizieren und zusätzlich das Startcodon ATG einbauen. Der 
nichtamplifizierte, vordere Bereich codiert vermutlich für einen Membrananker- mit dessen 
Entfernen sollte die Löslichkeit des Proteins verbessert werden (siehe auch 4.1.1).  
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Primer 
Tab. 14: Verwendete Primer 
Bezeichnung Verwendung Basenfolge Schnittstelle Tm[°C] 
oJW01 Lac F TATATAGCTAGCATGAATTTTCTTCTAAGCATC NheI 64 
oJW02 Lac R TATATACTCGAGTTAATGGAACTTTTGAGGAG XhoI 65 
oJW03 Phy1 F GCTAGCATGCACAGTCTCGGTC NheI 64 
oJW04 Phy1 R CTCGAGCTACTTCTTCTTAGGCTTC XhoI 63 
oJW05 Phy2 F GAATTCATGACCAACAGACCCGACATTG EcoRI 65 
oJW06 Phy2 R CTCGAGTTAAGCTCGCTTCGGCG XhoI 66 
oJW08 Lac_Nco_F CCATGGATGAATTTTCTTCTAAGC NcoI 58 
oJW09 Lac_Nco_R CCATGGTTAATGGAACTTTTGAG NcoI 57 
oJW10 Lac_NA_Nco_F CCATGGATGGTCATGATAGGTC NcoI 60 
oJW11 Lac_NA_Nco_R CCATGGTTAATGGAACTTTTGAGGAG NcoI 62 
oJW19 LacNA_pET_F CATATGATGGTCATGATAGGTC NdeI 58 
oJW20 LacNA_pET_R CTCGAGTTAATGGAACTTTTGAG XhoI 59 
 
Polymerase Kettenreaktion 
Zur Amplifizierung codierender Sequenzen putativer Biosyntheseenzyme wurde eine 
Polymerase Kettenreaktion (PCR) durchgeführt.  
Tab. 15: PCR Ansatz und Bedingungen. Als Annealingtemperatur (Tm) wurde die durchschnittliche vom Hersteller 
angegebene Tm -2 °C der verwendeten Primer verwendet (siehe Tab. 14).  
PCR-Ansatz PCR-Programm 
Puffer (5x) 4 µl 98 °C 30 s 
dNTP’-s (10 mM) 0,4 µl 98 °C 10 s 
MgCl2 (50 mM) 2 µl x °C 20 s 
Primer (forw/rev) 10 pmol/ µl je 2 µl 72 °C 1 min 45 s 
DNA-Polymerase (Phusion, NEB) 0,2 µl 72 °C 5 min 
cDNA 1 µl 4 °C Lagerung 
ddH2O 8,4 µl   
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Reinigung und Klonierung der PCR-Fragmente 
PCR-Fragmente wurden auf 0,7 % (m/v) Agarosegelen mittels Gelelektrophorese getrennt.
  
Zur Ligation in pJET1.2 wurden die erhaltenen PCR-Fragmente zunächst aus dem Agarose-Gel 
ausgeschnitten und nach Herstellerangaben mit dem Gel-Recovery-Kit (ZYMO) aus dem Gel 
extrahiert. Das Insert wurde nach Herstellerangaben des Clone JET-Kit (Thermo Scientific) in 
den Vektor pJET1.2 ligiert. Der komplette Ligationsansatz wurde anschließend zur 
Transformation chemisch Kompetenter E. coli XL1 blue verwendet. Dafür wurden ca. 200 µl 
chemisch Kompetenter, bei – 80°C als Gycerolstock gelagerter E. coli XL1 blue auf Eis 
aufgetaut. Anschließend wurde der Ligationsansatz zu der Zellsuspension gegeben und 30 min 
auf Eis inkubiert. Der Ligationsansatz wurde nun für 1 min auf 42 °C erwärmt und wieder kurz 
gekühlt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde der Ligationsansatz 1 h bei 37 °C und 180 
rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 5200 g für 30 s pelletiert, in 200 µl resuspendiert und 
100 µl auf LB-Carbenicillin (50 μg Carbenicillin/ml Medium) Platten ausplatiert. Die Platte 
wurde für 18 h bei 37 °C inkubiert.  
Einzelne Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher in ein Reagenzglas mit 4 ml LB-
Medium mit Carbenicillin (50 μg Carbenicillin/ml Medium) überführt und für 18 h bei 37 °C 
und 180 rpm inkubiert.  
 
Plasimidpräparation 
Für die Plasmidpräparation wurde das Plasmid Miniprep Classic Kit der Firma Zymo Research 
verwendet. Die Konzentration und Reinheit der Plasmide wurde mittels eines ScanDrop-
Gerätes (Analytik Jena) überprüft.   
Über einen Kontrollverdau wurde überprüft, ob der gewünschte Vektor vorlag. Hierzu wurden 
2 µl Plasmidlösung, 16 µl Wasser, 2 µl Puffer und 1 µl (20 Units) eines geeigneten 
Restriktionsenzyms in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vereinigt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Der 
Verdau wurde anschließend per Agarose-Gelelektrophorese überprüft.   
Zur Überprüfung der Lage und Vollständigkeit des Inserts wurden pJET 1.2 Plasmide mit dem 
jeweiligen Insert nach Firmenvorgaben von GATC Biotech sequenziert.  
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Erstellung von Expressionskonstrukten 
Zur Erstellung der pET-Expressionskonstrukte wurden pJET-Vektoren mit dem jeweiligen 
Insert sowie zirkuläres pET 28a Plasmid präparativ verdaut. Dafür wurden 10 µl Plasmidlösung 
(100 ng/ µl) mit 5 µl des passenden Restriktionspuffers (10x) und je 2 µl der passenden 
Restriktionsenzyme (Tab. 16) in einem 1,5 mlReaktionsgefäß vorgelegt. Das Volumen der 
Plasmidmenge wurde je nach Konzentration angepasst (für eine Endkonzentration von 
20 ng/µl). Anschließend wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 µl aufgefüllt. 
Parallel wurde ein Ansatz mit pJET 1.2 mit Insert sowie ein Ansatz pET 28a für 1 h bei 37 °C 
verdaut.  
Der fertige Verdau wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt. Die Bande mit dem 
Insert sowie die Bande für den linearisierten pET 28a-Vektor wurden ausgeschnitten und aus 
dem Gel gereinigt.  
Zur Ligation des Inserts in den linearen pET 28a-Vektor wurden 5 µl pET 28a, 10 µl Insert, 2 µl 
Ligasepuffer (10x) und 2 µl T4-Ligase in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vereinigt. Die Ligation 
wurde 1 h bei Raumtemperatur durchgeführt. Der komplette Ligationsansatz wurde zur 
Plasmidvervielfältigung verwendet, um E. coli XL1 blue damit zu transformieren.   
Zur Erstellung der SM Tag X2-Vektoren zur Transformation von Aspergillus niger wurden die 
jeweiligen Gensequenzen über die NcoI-Schnittstellen ausgeschnitten und in den 
geschnittenen SM-Tag X2-Vektor ligiert (siehe oben). Die fertigen Vektoren wurden in E. coli 
XL1 blue vervielfältigt.  
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Tab. 16: Liste der erstellten Plasmide, Plasmidkarten siehe Anhang 
Name Größe des Inserts [bp] Vektor Beschreibung   
pJW03 1593  pJET 1.2 lac in pJET 1.2 blunt ligiert 
pJW04 1665 pJET 1.2 phy1 in pJET 1.2 blunt ligiert 
pJW05 1968 pJET 1.2 phy2 in pJET 1.2 blunt ligiert 
pJW06 1593  pET 28a phy1 in pET 28a über NheI/XhoI 
pJW07 1665 pET 28a phy2 in pET 28a über EcoRI/XhoI 
pJW08 1968 pET 28a lac in pET 28a über NheI/XhoI 
pJW09 1599 pJet 1.2 lac in pJet 1.2 ligiert 
pJW10 1548 pJet 1.2 lacNA in pJet 1.2 ligiert 
pJW11 1599 SM Tag X2 lac in SM Tag X2 ligiert 
pJW12 1548 SM Tag X2 lacNA in SM Tag X2 ligiert 
pJW15 1548 pJet 1.2 lacNA2 in pJet 1.2 ligiert 
pJW17 1548 pET28a lacNA2 in pET28a ligiert 
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Transformation und heterologe Proteinproduktion in E. coli 
Tab. 17: Kulturmedien für E. coli 
Name Zusammensetzung Menge Anmerkungen 
LB-Medium Trypton 
Hefeextrakt 
Natriumchlorid 
10 g 
10 g 
5 g 
mit Wasser auf 1 L 
auffüllen 
AI-Medium Trypton 
Hefeextrakt 
Puffer M 
MgSO4 
Zuckerlösung 
10 g 
10 g 
20 ml 
0,5 g 
20 ml 
mit Wasser auf 1 L 
auffüllen. Die 
Zuckerlösung nach 
Autoklavieren 
zugeben 
Puffer M Na2HPO4 
KH2PO4 
NH4Cl 
Na2SO4 
127,5 g 
170,1 g 
133,8 g 
35,5 g 
Mit Wasser auf 1 L 
auffüllen 
Zuckerlösung (50x) Glycerol 86 % 
Glucose 
Lactose 
29,1 g 
2,5 g 
10 g 
Mit Wasser auf 1 L 
auffüllen, 
sterilfiltrieren 
  
Tab. 18: Puffer und Lösungen zur Proteinproduktion 
Name Stoff Menge Anmerkung 
Lyse-/Waschpuffer Imidazol 
NaH2PO4 
0,68 g 
6,9 g 
Mit Wasser auf 1 L auffüllen, pH-
Wert mit NaOH/HCl auf 8,0 
einstellen 
Elutionspuffer Imidazol 
NaH2PO4 
27,2 g 
6,9 g 
Mit Wasser auf 1 L auffüllen, pH-
Wert mit NaOH/HCl auf 8,0 
einstellen 
 
Zur Produktion der folgenden Proteine wurden E. coli KRX oder BL21(DE3) Zellen mit den 
jeweiligen Plasmiden transformiert. Es wurde je eine monoklonale Vorkultur angelegt, indem 
50 ml LB-Medium mit 50 μg/ml Kanamycin mit einer Kolonie angeimpft und 16 h bei 140 rpm 
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und 37 °C geschüttelt wurde.  Mit 1 ml dieser Vorkultur wurde anschließend LB-Medium (KRX) 
oder AI-Medium (BL  21) angeimpft. Diese wurde bei 37 °C bei 180 rpm für ca. 4 h bis zu einer 
Zelldichte von OD600: 0,5 inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen auf 16 °C bei 180 rpm 
gekühlt und mit je 1 ml steriler L-Rhamnoselösung (20 % w/v, 200x, Endkonzentration 0,1 %) 
induziert (KRX). BL 21 Kulturen wurden in AI-Medium kühl weiterinkubiert. Es wurde weitere 
18 h bei 16 °C und 180 rpm inkubiert.   
Die Zellen wurden anschließend durch Zentrifugation bei 3220 g für 20 min pelletiert. Der 
Überstand wurde verworfen, das Pellet in 12 ml Lysepuffer resuspendiert und die Zellen 
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Zellaufschluss erfolgte über ein Ultraschallgerät 
(BANDELIN Sonoplus) mit einem Pulsprogramm von 5 s Puls (135 J) gefolgt von 15 s Pause; je 
5x. Die Zellreste wurden bei 13500 g für 10 min abzentrifugiert und der Überstand mit 2,5 ml 
Ni-NTA Suspension für 1h bei 100 rpm bei 0 °C inkubiert. Die Proteinlösung mit Ni-NTA wurde 
anschließend auf eine Gravity-Flow-Säule geladen. Der Durchfluss wurde verworfen. Nach 
Waschen mit 8 ml Waschpuffer wurde mit 2,5 ml Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde auf 
eine PD-10-Säule (Sephadex G 25M; GE Healthcare) geladen. Eluiert wurde mit 3,5 ml des 
jeweiligen Puffers für den Produktbildungsassay (siehe Tab. 19). Das Eluat wurde auf einen 
Amicon-Filter (10 kDa Größenausschluß; MERCK) geladen und durch Zentrifugation bei 4000 
g auf 400 µl eingeengt.   
Das aufkonzentrierte Protein konnte nun in in-vitro Produktbildungsassays eingesetzt werden.  
In E. coli heterolog produzierte Phosphatase 
Zur heterologen Proteinproduktion der zwei Phosphatasen wurden E. coli KRX-Zellen je mit 
pJW06 und pJW07 transformiert, in LB-Medium angezogen und mit L-Rhamnose induziert.  
In E. coli heterolog produzierte Laccase 
Zur heterologen Proteinproduktion der Laccasen wurden E. coli KRX-Zellen mit pJW08 und 
pJW17 transformiert, in LB-Medium angezogen und mit L-Rhamnose induziert.  
Transformation von Aspergillus niger 
Zur Transformation von Aspergillus niger wurde analog zu bereits veröffentlichten Protokollen 
vorgegangen (Gressler et al. 2015, Fricke et al. 2017).  
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In-vitro Assay 
Die in-vitro Produktbildungsassays wurden zunächst ausgehend von den bereits 
durchgeführten Produktbildungsassays mit FPLC-gereinigtem nativem Protein durchgeführt. 
Es zeigte sich aber, dass pH- und Puffersysteme für die Assays mit heterolog produziertem 
Protein angepasst werden mussten. 
Tab. 19: Reaktionspuffer für in-vitro Produktbildungsassays 
Name Stoff Menge Anmerkung 
Reaktionspuffer  
Phosphatase/Laccase 
Natriumacetat 
EDTA 
0,82 g 
0,74 g 
Mit Wasser auf 200 ml auffüllen, 
pH-Wert mit Eisessig auf 5,0 
einstellen 
Reaktionspuffer 
Laccase 2  
MOPS 
 
4,2 g 
 
Mit ddH2O auf 1 L auffüllen, pH mit 
1N NaOH auf 7,5 einstellen 
 
In-vitro Assay für heterolog produzierter Phosphatase 
Für den in-vitro-Phosphataseassay mit heterolog produziertem Protein wurden 99 µl der im 
Acetat-Puffer (Natriumacetat 50 mM, EDTA 10 mM, pH 5,0) vorliegenden und 
aufkonzentrierten Phosphatase mit 1 µl Psilocybin (100 mM in H2O, Endkonzentration 1 mM) 
inkubiert. Der Assay wurde nach 2 h durch Einfrieren bei -80 °C gestoppt und anschließend 
lyophylisiert. Der Rückstand wurde in 150 µl Methanol aufgenommen, gefiltert und per HPLC-
MS analysiert.  
 
In-vitro Assay für heterolog produzierte Laccase 
Für den Produktbildungsassay wurden 99 µl der im Acetat-Puffer (Natriumacetat 50 mM, 
EDTA 10 mM, pH 5,0) oder MOPS-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,5) vorliegenden und 
aufkonzentrierten Laccase mit entweder 1 µl Psilocin (100 mM in Wasser, Endkonzentration 
1 mM) oder 0,3 µl Bufotenin (312 mM in Wasser, Endkonzentration 1 mM) für 4 h inkubiert. 
Der Assay wurde anschließend durch Einfrieren bei -80 °C gestoppt und lyophylisiert. Der 
Rückstand wurde in 150 µl Methanol aufgenommen, gefiltert und per HPLC-MS analysiert. 
 
116 
 
Analytik des chemischen Oxidationsproduktes des Psilocins 
Die Analytik des blauen Farbstoffes erfolgte in Kooperation mit Dr. María García-Altares Pérez, 
Mitarbeiterin der Forschungsgruppe Biomolekulare Chemie des Leibniz-Institut für Naturstoff-
Forschung und Infektionsbiologie, Jena. 
Die Analytik des blauen Oxidationsproduktes des Psilocins wurde dadurch erschwert, dass es 
in allen getesteten Lösungsmitteln unlöslich war und zusätzlich stark an Proteine zu binden 
schien. Enzymatisch oxidiertes Psilocin konnte daher nicht weiter analysiert werden. Daher 
wurde auf chemische Oxidation und Analytik über MALDI-MS zurückgegriffen.   
Dafür wurden 100 µl Psilocin (93 mM in Wasser) mit 200 µl FeCl3 (100 mM in Wasser) in 800 µl 
Wasser vereinigt. Das tiefblau verfärbte Reaktionsgemisch wurde nach 3 min auf eine 
Chromabond C18 Säule (1 g Säulenmaterial, Macherey-Nagel) gegeben und 3 x mit 4 ml 
Wasser gewaschen. Eluiert wurde mit je 4 ml Wasser-Methanolgemisch. Fraktion A: 25 % 
MeOH, B: 50 % MeOH, C: 75 % MeOH, D: 100 % MeOH. Die Fraktionen wurden vereinigt und 
die Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der schwarzblaue, unlösliche, 
pigmentartige Rückstand wurde in 1 ml Methanol suspendiert und für MALDI-Messungen 
verwendet. Die Probe (2 µl) wurde auf der Probenzielplatte aus Edelstahl mit 2 µl DHAP/DAHC 
(2,6-dihydroxyacetophenon, Sigma, 15 mg/ml in 3:1 v/v 
Ethanol:aq. Diammoniumhydrogencitrat, Sigma, 10 mM) als Matrix vereinigt. Nach Trocknen 
der Lösungen wurde diese auf einem UltrafleXtreme MALDI TOF/TOF Massenspektrometer 
über einen smartbeam-IITM Laser mit 1000 Hz (Bruker Daltonics) vermessen. Dieses wurde im 
Reflektormodus und positiver Polarisierung in einem Massenbereich von m/z 800 – 4500 (mit 
aktiviertem Deflektionsmodus ab m/z 500), PIE (Pulsed Ion Extraktion, Gepulste 
Ionenextraktion) Verzögerung von 130 ns während vollständig manuellem Messmodus unter 
Benutzung der flexControl-Software v.3.0 vermessen. Die Analytik fand bei 72 % 
Laserintensität (Lasertyp 3) statt. Dabei wurden insgesamt 10000 Impulse, bei 250 zufälligen 
Impulsen in jeder Rasterposition, appliziert. Die externe Kalibrierung wurde mit dem Peptide 
Calibration Standard II (Bruker Daltonics) durchgeführt. 
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4.2 Arbeiten an Agaricus bisporus 
Das in Agaricus bisporus vorkommende Agaritin kann von einer pilzeigenen 
Glutamyltransferase/hydrolase in Glutamin und 4-Hydroxymethylphenylhydrazin gespalten 
werden (Gigliotti und Levenberg 1964). Diese Reaktion ist vermutlich der Schlüsselschritt hin 
zu weitaus reaktiveren Molekülen wie Diazoniumderivaten, welche vermutlich stark mutagen 
wirken (Walton et al. 1997, siehe Abb. 11). Da bisher lediglich die native 
Glutamyltransferase/hydrolase charakterisiert wurde, sollte im Rahmen dieser Arbeit auch die 
heterolog produzierte Glutamyltransferase/hydrolase charakterisiert werden.  
 
4.2.1 Ergebnisse 
 
Inhaltsstoffe aus Agaricus bisporus 
Neben Agaritin konnte auch das γ-Glutamyl-4-Hydroxyanillin in Extrakten aus Agaricus 
bisporus über seine Masse identifiziert werden. Eine weitere Reinigung des Agaritins verlief 
aufgrund seiner Instabilität nicht erfolgreich. Daher wurde nur das γ-Glutamyl-4-Hydroxyanilin 
weiter gereinigt, um in späteren Enzymassays verwendet zu werden (siehe Kapitel 4.2.2).  
Der Glutamyltransferaseassay 
In dem Assay mit heterolog produzierter Glutamytransferase konnte sowohl mit Glu1 als auch 
mit Glu2 ein leichter Umsatz von γ-Glutamyl Hydroxyanilin und Phenylhydrazin zu γ-Glutamyl-
Phenylhydrazin beobachtet werden (Abb. 35, Abb. 36). Der Umsatz lag bei ca. 15 % für Glu1 
und 5 % für Glu2. Allerdings konnte dieser Umsatz nur einmalig gezeigt und nicht reproduziert 
werden.  
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Abbildung 35: UPLC-Profil des Assayextraktes des Glutamyltransferaseassays mit Glu1. Im Vergleich zur 
Kontrolle (schwarz) kann in der Probe (rot) ein leichter Umsatz von γ-Glutamyl Hydroxyanilin (1,9 min) zu 
γ-Glutamyl Phenylhydrazin (RT 2,1 min) beobachtet werden. Weitere Signale in der Probe konnten nicht 
eindeutig zugeordnet werden. Der ohne Standardkurven schwer zu quantifizierende Umsatz lag allein durch 
Beurteilung durch die Peakflächen bei ca. 15 %. 
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Abbildung 36: UPLC-Profil des Assayextraktes des Glutamyltransferaseassays mit Glu2. Im Vergleich zur 
Kontrolle (schwarz) kann in der Probe (rot) ein leichter Umsatz von γ-Glutamyl Hydroxyanilin (1,9 min) zu 
γ-Glutamyl Phenylhydrazin (RT 2,1 min) beobachtet werden. Weitere Signale in der Probe konnten nicht 
eindeutig zugeordnet werden. Der ohne Standardkurven schwer zu quantifizierende Umsatz lag allein durch 
Beurteilung durch die Peakflächen bei ca. 5 %. 
 
4.2.2 Methoden 
 
400 g kommerziell erworbene Fruchtkörper von Agaricus bisporus wurden gefriergetrocknet, 
gemörsert und wie für Fruchtkörper von Psilocybe cubensis beschrieben extrahiert (siehe 
Kapitel 4.1.2). Zur Fraktionierung des Rohextraktes wurde mittels HPLC fraktioniert. Es wurden 
5-10 ml eingespritzt und ein isokratischer Lauf bei 20 ml/min von 5 % Acetonitril und 95 % 
Wasser auf einer XDB-C8 Säule (21,2 x 250 mm) gefahren. Die einzelnen Fraktionen wurden 
per UPLC-MS analysiert. Das ACN der Fraktion mit dem höchsten γ-Glutamyl-p-
hydroxyanilinanteil wurde unter vermindertem Druck entfernt, der wässrige Rückstand 
eingefroren und lyophilisiert. Der Rückstand wurde in 500 µl Wasser aufgenommen und 
mittels semipräparativer HPLC weiter gereinigt. Hierfür wurde die Säule Eclipse XDB-C18 
(Agilent, 9,4 x 250 mm; 5 µm Partikelgröße) verwendet. Es wurden bis zu 50 µl eingespritzt 
und bei einem Lauf von 2 ml/min isokratisch bei 5 % ACN und 95 % Wasser fraktioniert. Die 
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Fraktionen wurden mittels UPLC-MS analysiert. Die Fraktion mit dem γ-Glutamyl-p-
hydroxyanilin hatte eine Reinheit von mehr als 95 %. Das ACN in der Fraktion wurde unter 
vermindertem Druck entfernt. Anschließend wurde die Probe eingefroren, lyophylisiert, der 
Rückstand in Wasser aufgenommen und für die Produktbildungsassays verwendet 
Zur Analytik der Extrakte aus Agaricus bisporus sowie der Enzymassays mit Glu1/Glu2 wurde 
die UPLC 1290 Infinity II gekoppelt an die MS 6130 Quadropole LC/MS (Agilent) ausgestattet 
mit einer ESI-Ionisationsquelle, verwendet. Auf der Luna Omega Polar C18 (Partikelgröße 1,6 
µm; Säulendimension 50 x 2,1 mm, Phenomenex) wurden 1-4 µl des Analyten gegeben und 
mit Wasser +0,1 % FA (A) sowie Acetonitril +0,1 % FA (B) eluiert. Hierfür wurde ein Gradient 
von 1 % B auf 10 % B in 3 min, gefolgt von einem Gradienten von 10 % B auf 100 % B in 3 min 
gewählt.  
Das Genom von Agaricus bisporus ist vollständig sequenziert, war bereits über 
bioinformatische Methoden annotiert und lag auf der Internetseite des Joint Genome 
Institute vor (Morin 2012, Nordberg 2014). Über die gezielte Suche nach codierenden 
Sequenzen für eine Glutamyltransferase wurden zwei Kandidaten gefunden. (ProtID 189871 
und 204527). Für die vermutete cDNA-Sequenz wurden Primer für die folgenden 
molekularbiologischen Arbeiten entworfen.  
Tab. 20: Liste der verwendeten Primer II. 
Bezeichnung Verwendung Basenfolge Schnittstelle Tm[°C] 
oJW15 Glu1 F CATATGATGCATCCGATGGGTTTCCTG   NdeI 68 
oJW16 Glu1 R CTCGAGCTAATAGCCCGCCGC XhoI 67 
oJW17 Glu2 F CATATGATGACATCGAAGATAAAAATTGACTGGG NdeI 69 
oJW18 Glu2 R GGATCCCTATATCTGCGCAGCTGC BamHI 69 
 
Tab. 21: Liste der verwendeten Plasmide II. 
Name Länge des Inserts [bp] Vektor Beschreibung   
pJW13 1815 pJet 1.2 glu1 in pJet 1.2 ligiert 
pJW14 1761 pJet 1.2 glu2 in pJet 1.2 ligiert 
pJW16 1815 pET28a glu1 in pET28a ligiert 
pJW18 1761 pET28a glu2 in pET28a ligiert 
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Heterologe Glutamyltransferaseproduktion in E. coli 
Chemisch kompetente E. coli BL 21 DE-Zellen zur Produktion von Glu1 und Glu2 wurden mit 
den Plasmiden pJW16 bzw. pJW18 transformiert. Zur Selektion wurden LB-Platten mit 
Kanamycin (50 µg/ml) verwendet.   
Zur Anzucht von E.coli BL 21 DE-Zellen wurden 3x400 ml AI-Medium mit transformierten 
Zellen angeimpft. Es wurde bei 37 °C bei 180 rpm inkubiert und nach Erreichen einer Zelldichte 
von OD600 = 0.4-0.5 weitere 18 h bei 16 °C bei 180 °C inkubiert. (Zur Proteinextraktion und 
analog zur Reinigung siehe Kapitel 4.1.2: „Transformation und heterologe Proteinproduktion 
in E. coli“). 
 
In-vitro Assay Glutamyltransferase 
Das Eluat wurde auf TRIS (100 mM, pH 8) umgepuffert und mittels Amicon-Fliter (10 kDa 
cutoff) ca. 3 x aufkonzentriert.   
Von dieser Enzymfraktion wurden je 90 µl mit 4 µl γ-Glutamyl-p-hydroxyanilin (25 mM in H2O, 
Endkonzentration 1 mM) und 1 µl Phenylhydrazin (100 mM in H2O, Endkonzentration 1 mM) 
für 18 h bei RT inkubiert. Als Kontrolle diente eine bei 95 °C für 10 min hitzeinaktivierte 
Proteinfraktion.   
Die Reaktion wurde durch Einfrieren beendet, der Assayansatz lyophylisiert und anschließend 
in Wasser (+ 0.1 % Ameisensäure) gelöst und mittels UPLC-MS analysiert. 
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5 Diskussion 
 
Eine Vielzahl pilzlicher Naturstoffe werden von nichtmodularen Biosyntheseenzymen 
gebildet. Zu diesen gehören die unter Kapitel 1.4 erwähnten Verbindungen Psilocybin, 
Pityriacitrin, Betalain und Muscarin sowie das in Publikation 4 beschriebene Hypaphorin. 
  
Das Auffinden der codierenden Sequenzen gerade dieser Biosyntheseenzyme gestaltet sich 
aufgrund fehlender Homologien zu konservierten Bereichen, welche in modularen 
Biosyntheseenzymen oft vorhanden sind, schwierig. Die ohnehin geringe Zahl bereits 
charakterisierter Biosyntheseenzyme aus Basidiomyceten verhindert ein schnelles Finden 
ähnlicher codierender Sequenzen. Auch das Identifizieren von Biosyntheseclustern ermöglicht 
oft kein komplettes Aufklären einer Biosynthese. Einzelne Gene, welche für an einer 
Biosynthese beteiligte Enzyme codieren, können, wie in dieser Arbeit gezeigt, auch außerhalb 
der Cluster liegen. Zusätzliche Schwierigkeiten bei der Kultivierung sowie fehlende etablierte 
Protokolle zur genetischen Manipulation erfordern oft eine Vielzahl unterschiedlichster 
Methoden zur Aufklärung der Biosynthesewege von Naturstoffen aus Basidiomyceten.  
Obwohl alle der im Rahmen dieser Arbeit bearbeiteten Basidiomyceten der Ordnung der 
Agaricales angehören, zeigte sich ein diverses Spektrum an Biosynthesewegen. Aus der 
Untersuchung dieser Biosynthesewege ergaben sich zudem Fragen zur Ökologie vor allem in 
Bezug auf die chemische Verteidigung der untersuchten Basidiomyceten.  
5.1 Biosynthese der Melleolide 
Dank immer schnellerer und genauerer Methoden zur DNA-Sequenzierung liegen die 
genomischen Daten von immer mehr Basidiomyceten vor (siehe Kapitel 1.4.1). Auch werden 
mit jedem neu charakterisierten Biosyntheseenzym die Annotationsalgorithmen immer 
genauer. Somit können annotierte Genome in bestimmten Fällen schnell auf putative 
Biosyntheseenzyme hin untersucht werden. Allerdings ist die Datenlage für charakterisierte 
Enzyme im Falle der Basidiomyceten nach wie vor äußerst dürftig. Man ist, wie im Fall der 
Halogenasen aus Armillaria mellea, von Vorhersagemodellen, welche auf Daten aus weit 
entfernt verwandten Organismen basieren, abhängig. So basierte das Primerdesign zum 
Auffinden von armH1 und armH2, zwei Gene aus Armillaria mellea welche für Halogenasen 
codieren, auf dem Primerdesign zum Screenen einer Actinomycetensammlung auf 
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Halogenasen (Misiek 2009, Hornung et al. 2007). In der Arbeit von Hornung basierte das 
Primerdesign auf konservierten Motiven flavinabhängiger Halogenasen, welche eine 
Präferenz für phenolische Substrate haben und erstmals in Bakterien nachgewiesen wurden 
(van Pée und Unversucht 2003). Somit waren sowohl das Vorkommen als auch die Ähnlichkeit 
der flavinabhängiger Halogenasen über Domänengrenzen hinweg von großem Vorteil. 
Nachdem die codierenden Sequenzen der beiden Halogenasen ArmH1 und ArmH2 bekannt 
waren, konnten die übrigen Gene armH3-armH5 jedoch schnell im inzwischen publizierten 
Genom von Armillaria mellea gefunden werden. Auch zeigte sich, wie in Publikation 1 (Wick 
et al. 2016) beschrieben, dass die Unterteilung in Halogenasen, welche freies Substrat 
halogenieren, und solche, welche proteingebundenes Substrat umsetzen, nicht für ArmH1-
ArmH5 zutrifft. Auch die phylogenetischen Untersuchungen untermauern, dass es sich bei den 
Halogenasen aus Basidiomyceten um eine eigenständige, von flavinabhängigen Halogenasen 
aus Bakterien oder Ascomyceten zu unterscheidende Gruppe innerhalb der Gruppe der 
flavinabhängigen Halogenasen handelt. Mit den nun vorliegenden Sequenzen von armH1-
armH5 sollte es deutlich leichter fallen, in Genomen von Basidiomyceten für flavinabhängige 
Halogenasen codierende Gensequenzen zu identifizieren - gerade da Basidiomyceten eine 
Quelle für biologisch aktive, halogenierte Naturstoffe darstellen (Field, 1995). Die Fütterung 
und Analytik von Kulturen von Armillaria mellea mit Bromid und Iodid führten zu Hinweisen, 
dass auch diese neben Chlor in Melleolide eingebaut werden können (Misiek 2009). Daraufhin 
wurde, wie in Publikation 1 beschrieben, der in-vitro-Halogenierungsassays auch mit Bromid 
und Iodid durchgeführt. So konnte die erfolgreiche enzymatische Bromierung des nicht-
halogenierten Melleolides Melleolid F zu vermutlich 6‘-Brom-Melleolid F gezeigt werden 
(vergleiche auch Abb. 7).  
5.2 Biosynthese des Psilocybins und des blauen Farbstoffes 
Über Fütterungsversuche konnte eine komplette Biosynthese des Psilocybins vorgeschlagen 
werden (Brack et al. 1961, Agurell und Nilsson 1968), jedoch ohne die beteiligten 
Biosyntheseenzyme zu charakterisieren. Unlängst konnte die komplette Biosynthese des 
Psilocybins mit allen beteiligten Enzymen aufgeklärt werden. Über den Vergleich der 
genomischen Sequenz von drei entfernt verwandten psilocybinproduzierenden Pilzen 
(Psilocybe cyanescens, Gymnopilus dilepis und Panaeolus cyanescens) untereinander sowie 
mit drei verwandten nicht-psilocybinproduzierenden Pilzen konnte ein putativer 
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Psilocybinbiosynthese Gencluster gefunden werden (Reynolds et al. 2018). Dieser Cluster 
beinhaltete codierende Sequenzen für eine Decarboxylase, eine Methyltransferase, eine 
Hydroxylase und eine Phosphotransferase. Dies sind genau die Enzyme, welche für eine 
Biosynthese des Psilocybins, ausgehend von Tryptophan nötig wären. Auch die tatsächliche 
biosynthetische Abfolge und Charakterisierung aller beteiligten Biosyntheseenzyme konnte 
für P. cubensis gezeigt werden (Fricke et al. 2017). Aufbauend auf diesen Arbeiten kann nun 
auch neben der Anzucht und Extraktion psilocybinhaltiger Pilze sowie der chemischen 
Synthese des Psilocybins auch die biotechnologische Synthese des Psilocybins ermöglicht 
werden (Fricke et al. 2018, Publikation 3).  
Über die Extraktion von P. serbica und P. cubensis wurden zunächst eine Vielzahl putativer 
Biosynthesezwischenprodukte des Psilocybins untersucht. Mehrere Indolderivate, welche Teil 
einer nichtlinearen, über mehrere biosynthetische Zwischenschritte verlaufenden 
Biosynthese des Psilocybins sein könnten, konnten in Kulturextrakten nachgewiesen werden. 
Das Vorkommen des Norpsilocins (Publikation 2, Lenz et al. 2017) kann beispielsweise von 
keiner der vorgeschlagenen Biosyntheserouten erklärt werden: Während die von Agurell und 
Nilsson vorgeschlagene Biosynthese von Tryptophan über Tryptamin, N-Methyltryptamin, 
N,N-Dimethyltryptamin, und Psilocin verläuft, schlagen Fricke und Blei eine Biosynthese über 
Tryptamin, 4-Hydroxytryptamin, Norbaeocystin und Baeocystin vor (siehe Abb. 8).  
Gleichzeitig sollten aber keine voreiligen Schlüsse aus dem Nachweis bestimmter Substanzen 
aus Kulturextrakten gezogen werden. So ist das Vorkommen von N-Methyl-L-tryptophan und 
N, N-Dimethyl-L-tryptophan in Kulturextrakten von P. serbica wahrscheinlich nicht Teil der 
Biosynthese des Psilocybins, sondern vielmehr der des Hypaphorins (Blei et al., Publikation 4). 
Auch die Art der Extraktionsmethode sollte kritisch hinterfragt werden. Wie in Publikation 2 
ersichtlich, führen bestimmte Extraktionsmethoden psilocybinhaltiger Pilze zu deutlicher 
Dephosphorylierung und somit zu einem Umsatz von Psilocybin zu Psilocin sowie Baeocystin 
zu Norpsilocin. Ist der Wasseranteil während der Extraktion psilocybinhaltiger Pilze zu hoch, 
kann auch ein schneller, enzymatisch bedingter Umsatz von Psilocybin zu dem blauen 
Farbstoff beobachtet werden. Das tatsächliche und beobachtete Metabolom kann sich so 
deutlich unterscheiden. Diese Befunde führten zu einer sehr schonenden Trocknung und 
Aufarbeitung der verwendeten Biomasse zum Zwecke der Metabolomuntersuchungen in 
dieser Arbeit. 
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In dieser Arbeit wurde der Ansatz verfolgt, über die auf Enzymassays basierende 
aktivitätsgeleitete Fraktionierung nativen Proteins sowie über Verdau und Analytik der 
einzelnen Fraktionen mittels HRMS, putative Biosyntheseenzyme zu identifizieren Dies führte 
für die hier vorgestellte Tryptophandecarboxylase und Psilocinkinase nicht zum Erfolg, da 
diese nicht mit den publizierten Biosyntheseenzymen übereinstimmen. Zu Beginn dieser 
Arbeit war nur eine Aromatische-L-Aminosäure Decarboxylase aus dem Basidiomyceten 
Ceriporiopsis subvermispora charakterisiert worden (Kalb et al. 2016). Inzwischen ist auch die 
an der Psilocybinbiosynthese beteiligte Tryptophandecarboxylase bekannt (Fricke 2017). Die 
gefundene Tryptophandecarboxylase (TDC) hat nur eine geringe Ähnlichkeit zu den bereits 
beschriebenen TDC`s PsiD und CsTDC (siehe Kapitel 4.1.1). Dies ist insofern interessant, als 
dass es sich bei der gefundenen TDC um den Vertreter einer neuen Familie von TDC´s aus 
Basisiomyceten handeln könnte.   
Phosphorylierte Sekundärmetabolite sind äußerst selten, bekannte Vertreter sind neben 
Psilocybin die beiden bakteriellen Sekundärmetabolite Calyculin und Paeninodin (Wakimoto 
et al. 2014, Zhu et al. 2016) sowie die Phoslactomycine, Leustroducsins und das Fostriecin aus 
Streptomyces spp. (Palaniappan et al. 2003). Zu den in dieser Arbeit gefundenen Kinasen lagen 
somit wenige bis keine eng verwandten, charakterisierten Enzyme vor. Es ist daher möglich, 
dass es sich bei den gefundenen Kinasen tatsächlich um Kinasen aus dem Primärstoffwechsel, 
wie zum Beispiel um eine Glucosaminkinase oder Adenosinkinase handelt. Der geringe Umsatz 
von Psilocin zu Psilocybin könnte somit Ergebnis des Umsatzes eines schlecht akzeptierten 
Fehlsubstrates sein, welches dennoch unter den im in-vitro-Assay herrschenden Bedingungen 
umgesetzt wird.   
Über die aktivitätsgeleitete Fraktionierung nativen Proteins und die Analytik der nach Verdau 
erhaltenen Peptidfragmente konnte eine Phosphatase identifiziert werden, welche Psilocybin 
zu Psilocin umsetzt, sowie eine Laccase, welche Psilocin zu einem blauen Farbstoff umsetzt. 
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass, wie in Kapitel 1.3.1 bereits angedacht, Psilocybin 
nicht das Endprodukt dieser Biosynthese, sondern einen Speicherstoff darstellen könnte, 
während das eigentliche Endprodukt der blaue Farbstoff wäre. Dieses neue, putative 
Endprodukt könnte so die Frage der ökologischen Bedeutung der Psilocybin- und 
weiterführenden Biosynthese des blauen Farbstoffes klären.  
Die zwei gefundenen Psilocybin-Phosphatasen zeigen eine große Ähnlichkeit zu pilzlichen 
Phytasen. Diese katalysieren die Freisetzung von Phosphat aus Phytat (myo-Inositol 
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Hexakisphosphat). Aufgrund des Einsatzes von Phytasen als Zusatz in Tierfutter sind diese 
recht gut beforscht. Während Daten zur Substratspezifität von Phytasen aus Basidiomyceten 
nur zu ein- oder mehrfach dephosphoryliertes Phytat vorliegen, konnte eine große Akzeptanz 
phosphorylierter Substrate durch Phytasen aus Ascomyceten gezeigt werden (Lassen et al. 
2001, Wyss et al. 1999).   
Die Oxidation von Psilocin zu dem blauen Farbstoff wird von einer Laccase katalysiert. 
Laccasen gehören zu den Sauerstoff-Oxidoreductasen, sie reduzieren Sauerstoff zu Wasser, 
während ein Substrat oxidiert wird. Dabei ist die Bandbreite der von Laccasen akzeptierten 
Substrate sehr groß, umfasst in der Regel aber phenolähnliche Substrate. Die bedeutendsten 
von Laccasen katalysierten Reaktionen umfassen sowohl die radikalvermittelte Ligninsynthese 
in Pflanzen als auch umgekehrt den radikalvermittelten Ligninabbau durch Pilze. So konnten 
in nahezu allen holzzersetzenden Basidiomyceten Laccasen nachgewiesen werden (Baldrian 
2006). Wie schon in Kapitel 1.1 ausgeführt, ist die Fähigkeit von Basidiomyceten, Lignin 
abzubauen von sehr großer ökologischer Bedeutung. Aus diesem Grund gehören Laccasen zu 
den am besten untersuchten Enzymfamilien aus Basidiomyceten. So liegen Daten zu 33 
annotierten und überprüften Laccasen aus Basidiomyceten vor (uniprot.org, abgerufen am 
18.05.2018). Dies ist umso beeindruckender, da die heterologe Produktion pilzlicher Laccasen 
aufgrund des hohen Glycosylierungsgrades von typischerweise zwischen 15-25 % äußerst 
schwierig ist (Baldrian 2006). Daher wurden Laccasen aus Basidiomyceten meist in 
Saccharomyces cerevisiae oder Aspergillus spp. heterolog produziert (Piscitelli et al. 2010). 
Jedoch konnte auch eine Laccase aus Cyathus bulleri erfolgreich in E. coli heterolog produziert 
werden (Salony et al. 2008).   
Neben der großen ökologischen Bedeutung der Laccasen finden diese aufgrund ihrer 
Enzymstabilität und ihres breiten Substratspektrums auch Anwendung in der organischen 
Synthese und in Bioremedationsprozessen (Kunamneni et al. 2008, Martínková et al. 2016). 
Die Oxidation von Psilocin durch eine Laccase ist auch dadurch sehr plausibel, da das mit 
Psilocin strukturell eng verwandte 4-Hydroxyindol ein sehr gutes Substrat für Laccasen aus 
Pycnoporus cinnabarinus und Coriolus hirsutus darstellt (Eggert et al. 1996).    
Die Struktur des blauen Farbstoffes ist nach wie vor unbekannt. Die Ergebnisse der MALDI-
Analytik deuten jedoch auf ein Polymer hin, welches in oxidierter, reduzierter oder einer 
Mischform vorliegt. Für Bufotenin konnte keine Polymerisation, sondern nur eine 
Dimerisierung beobachtet werden. Geht man von der klassischen Oxidation an der 
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phenolischen Hydroxylgruppe aus, ergeben sich unterschiedliche Positionen, an denen ein 
erzeugtes Radikal im Ring stabilisiert vorliegen kann (Abb. 37, Abb. 38). Dabei folgt der 
Radikalbildungsschritt an der phenolischen Hydroxylgruppe vermutlich einem für Laccasen 
typischen Mechanismus, während dem über einen Reduktionsschritt über vier Elektronen 
molekularer Sauerstoff zu Wasser umgesetzt wird (Jones, Solomon 2015).  
 
 
Abbildung 37: Putative, enzymatisch vermittelte oxidative Dimerisierung von Bufotenin. Das durch die Laccase 
generierte Radikal kann an drei Positionen innerhalb des Ringsystems (an Position 4, 6 und 7‘) vorliegen. An 
diesen Positionen kann eine Verknüpfung zu einem weiteren Bufoteninmolekül stattfinden. Vermutlich ist an 
Position 7‘ eine Verknüpfung aus sterischen Gründen wenig wahrscheinlich. Tri-, Oligo- oder Polymere des 
Bufotenins konnten nicht beobachtet werden (siehe Abb. 31). 
 
 
Abbildung 38: Putative, enzymatisch vermittelte oxidative Polymerisation von Psilocin. Das durch die Laccase 
generierte Radikal kann an vier Positionen innerhalb des Ringsystems (an Position 2, 3‘, 5 und 7) vorliegen. An 
diesen Positionen kann eine Verknüpfung zu einem weiteren Psilocinmolekül stattfinden. Vermutlich ist an 
Position 3‘ eine Verknüpfung aus sterischen Gründen wenig wahrscheinlich.  
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Abbildung 39: Putatives Psilocinhexamer. An diesem werden alle vermuteten Verknüpfungen und 
Oxidationszustände beispielhaft aufgeführt.  
Aus Abb. 38 werden mögliche Verknüpfungspunkte für eine radikalische Polymerisierung des 
Psilocins ersichtlich. An Positionen 3a und 7a ist eine Verknüpfung aus sterischen Gründen 
unwahrscheinlich. Psilocin verfügt über eine zusätzliche Verknüpfungsstelle im Vergleich zu 
Bufotenin (Abb. 37), was vermutlich der Grund für die Polymerisierung des Psilocins im 
Vergleich zur Dimerisierung des Bufotenins ist. Beispielhaft ist in Abb. 39 ein mögliches 
Psilocin-Hexamer mit allen wahrscheinlichen Verknüpfungen und Oxidationszuständen zu 
sehen. Die vorgeschlagene Struktur steht in gutem Einklang mit bereits vorgeschlagenen 
Strukturen des blauen Farbstoffes. So schlug Laatsch ein an der 5‘-Position verknüpftes Dimer 
chinoider Struktur vor (Laatsch 1998). Neben der oxidierten wurde auch eine reduzierte Form 
vorgeschlagen, diese wurden „Psindigo“ bzw. „Leukopsindigo“ genannt (Trout, 2007).  
Unabhängig davon, über welche Positionen verknüpft oder in welchem Oxidationszustand der 
an den Sauerstoff gebundene Kohlenstoff vorliegt, ist das gesamte Molekül immer komplett 
durchkonjugiert. Dies ist ein wichtiger Faktor für die Stabilisierung von Radikalen und 
möglichen radikalfangenden Eigenschaften. Ein Beispiel für ähnliche Indolderivate aus Pilzen 
mit radikalfangenden Eigenschaften sind zwei 6‘-hydroxylierte Indolderivate aus Agrocybe 
cylindracea. Für diese konnte die Inhibierung von Lipidperoxidation in 
Rattenlebermikrosomen nachgewiesen werden. Nichthydroxylierte Indole zeigten diesen 
Effekt nicht (Kim et al. 1997).   
Um Aussagen zur genaueren theoretischen Funktion des blauen Psilocinpolymers treffen zu 
können, lässt es sich auch mit ähnlichen, antioxidativen Systemen wie Flavonoiden, Phenolen 
und Polyphenolen (Tanninen) aus Pflanzen vergleichen (Leopoldini et al. 2004, Rice-Evans et 
al. 1996). Denn eben jene antioxidativen und radikalfangenden Substanzen können je nach 
umgebendem Milieu auch radikalerzeugend wirken. Es wird vermutet, dass die schädliche 
Wirkung dieser Stoffe auf Insekten unter anderem auf der Erzeugung reaktiver 
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Sauerstoffspezies (ROS) im Verdauungstrakt beruht. Da das vorherrschende Milieu dort in der 
Regel basisch und oxidierend ist, wirken Polyphenole radikal- und ROS- erzeugend, was zu 
Läsionen im Verdauungstrakt der Insekten führen kann (Barbehenn und Constabel 2011). 
  
Für das blaue Oxidationsprodukt des Psilocins könnte ein ähnlicher Wirkmechanismus 
vorliegen, da die vermutete radikalische Bildung zu einer Polymerstruktur führt welche 
strukturelle und funktionelle Nähe zu Polyphenolen vorweist. Auch das blaue 
Oxidationsprodukt könnte je nach Umgebung radikalstabilisierende bzw. erzeugende 
Eigenschaften vorweisen. Eine weitere Gemeinsamkeit des blauen Farbstoffes und Tanninen 
sind Hinweise auf ihre proteinbindenden und –fällenden Eigenschaften (Levine, 1967).   
Reynolds et al. (2018) vermuten in ihrer Publikation einen hohen Selektionsvorteil der 
Basidiomyceten, welche dank horizontalem Gentransfer über den Psilocybinbiosynthese 
Gencluster verfügen. Der Selektionsvorteil durch Psilocybin soll auf dessen schädliche, 
neuromodulative Wirkung auf Insekten, welche zu den typischen holzabbauenden 
Konkurrenten dieser Pilze gehören, zurückzuführen sein. Die Annahme eines 
neuromodulativen Wirkmechanismus beruht auf Beobachtungen des pilzlichen Parasiten 
Ophiocordyceps unilateralis welcher einige Ameisenarten befällt und diese dazu bringt, ihr 
Nest zu verlassen und sich in höhergelegene Pflanzenteile zu verbeißen. Anschließend stirbt 
die Ameise, der Pilz wächst aus deren Kadaver und sporuliert. Zwei aus dem Pilz isolierte Stoffe 
mit putativ neuromodulativer Wirkung zeigten jedoch in vivo keine Verhaltensänderung der 
Ameisen (de Bekker et al. 2014).   
Es liegt jedoch nahe, dass der Selektionsvorteil durch die Psilocybinsynthese vielmehr auf die 
bei Verletzung auftretende Bildung des blauen Farbstoffes zurückgeht. Zunächst fällt zwar auf, 
dass weder die Phosphatase noch die Laccase, welche Psilocybin zu dem blauen Farbstoff 
umsetzten, in dem Biosynthese Gencluster vorhanden sind. Trotzdem zeigen nahezu alle 
psilocybinenthaltenden Pilze eine Blaufärbung bei Verletzung. Da Phosphatasen, 
insbesondere phytaseähnliche, sowie Laccasen ein breites Substratspektrum vorweisen und 
in nahezu allen saprotrophen Pilzen vorkommen, ist ein horizontaler Gentransfer für die 
codierenden Sequenzen nicht nötig. Es genügt der Transfer des Psilocybingenclusters, die 
weitere Umsetzung ist durch die Substratunspezifität und Abundanz der Phosphatasen und 
Laccasen gewährleistet. Tatsächlich zeigen die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen 
Phosphatasen und die Laccase eine hohe Ähnlichkeit zu hypothetischen Proteinen aus den 
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psilocybinproduzierenden Pilzen Psilocybe cyanescens, Panaeolus cyanescens und Gymnopilus 
dilepis. Diese hypothetischen Proteine stellen daher sehr wahrscheinlich die in den jeweiligen 
Pilzen an der Blaufärbung beteiligten Phosphatasen und Laccasen dar.   
Zusätzlich erscheint die potentielle Wirkung des blauen Farbstoffes als Erzeuger von ROS im 
Verdauungstrakt von Fraßfeinden aus oben genannten Gründen naheliegender als eine 
neuromodulative Wirkung. Trotzdem lässt sich die Hypothese von Reynolds, dass die 
Psilocybinsynthese einen starken Selektionsvorteil für saprotrophe Pilze bedeutet, gut mit der 
vermuteten Toxizität des blauen Farbstoffes vereinbaren. Gerade Insekten, welche sich von 
Detritus und Humus ernähren, also die ökologische Nische psilocybinhaltiger Pilze bewohnen, 
weisen ein äußerst alkalisches, oxidierendes Milieu in ihren Verdauungsorganen auf, was die 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch den blauen Farbstoff begünstigen könnte (Šustr et 
al. 2014). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Xylophagen oft zwingend auf eine ergänzende 
mycophage Ernährungsweise angewiesen sind, um den Bedarf an bestimmten, im Holz kaum 
vorkommenden, essentiellen Elementen zu decken (Filipiak et al. 2016). Dephosphorylierung 
und Oxidation zu dem blauen Produkt konnte auch mit Proteinextrakten aus Ratten erreicht 
werden. Dabei zeigte sowohl die putative Phosphatase als auch die putative Oxidase eine 
Präferenz für basische Bedingungen (Horita und Weber 1961).   
Die Beobachtungen zur Unlöslichkeit und proteinbindenden Eigenschaft des blauen 
Farbstoffes sowie die Tatsache, dass Psilocin eine im Menschen wirksame Substanz ist, zeigen, 
dass im Menschen zwar die Dephosphorylierung, nicht aber die weitere Oxidation stattfindet 
(Carhart-Harris et al. 2011). Dies scheint plausibel, da der menschliche Verdauungstrakt zum 
Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies über ein komplexes Redoxsystem verfügt, welches ein 
reduzierendes Milieu schafft (Circu und Aw 2011).  
Um weitere Aussagen über die Struktur des blauen Farbstoffes treffen zu können, würde sich 
ein in-situ NMR Experiment anbieten. Dabei würde die enzymatische Reaktion im NMR-
Probenröhrchen durchgeführt werden. Zeitaufgelöste Messungen würden im Idealfall das 
Verschwinden bestimmter Protonensignale darstellen, was Rückschlüsse auf mögliche 
Verknüpfungsstellen der Monomere zuließe. Um eine mögliche ökologische Rolle des blauen 
Farbstoffes zu untersuchen, böten sich Fraßversuche mit geeigneten Insekten an. 
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5.3 Arbeiten an Agaricus bisporus 
Die Schwierigkeit, Agaritin aus Agaricus bisporus zu reinigen, führte zu dem Ausweichen auf 
γ-Glutamyl-4-Hydroxyanillin, um die Glutamyltransferase/hydrolase zu charakterisieren. 
Zukünftige Arbeiten könnten möglicherweise auch mit Xanthodermin aus 
Agaricus xanthodermus erfolgen (Hilbig et al. 1985). Dieses unterscheidet sich strukturell 
lediglich durch eine Hydroxylgruppe anstelle einer Hydroxymethylgruppe vom Agaritin (siehe 
Abb. 10). Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft wäre Xanthodermin vermutlich auch als 
Substrat für die Glutamyltransferase/hydrolase in Frage gekommen. Somit konnte über die 
Analytik einfacher Pilzextrakte das Vorkommen strukturell ähnlicher Stoffe in verschiedenen 
Pilzen der gleichen Gattung gezeigt werden. Auch hier muss jedoch bei dem Vergleich der 
Metabolome die Art der Extraktion in Betracht gezogen werden. Beschriebene Inhaltsstoffe 
aus Agaricus xanthodermus konnten in späteren Publikationen als artifizielle Nebenprodukte, 
welche während der Extraktion und Aufarbeitung entstehen, identifiziert werden (Gill und 
Strauch 1984, Hilbig et al. 1985). 
Die zwei codierenden Sequenzen für die Glutamyltransferasen aus Agaricus bisporus waren 
bereits annotiert worden. Ziel war nun eine zusätzliche Charakterisierung der Proteine über 
einen in-vitro Protuktbildungsassay mit γ-Glutamyl-4-hydroxyanillin- und Phenylhydrazin als 
Substrate. Jedoch war hier die Bildung von γ-Glutamylphenylhydrazin aufgrund seiner 
Reaktivität schwer zu beobachten. Insgesamt konnte kein stabiles Assaysystem zur 
Charakterisierung der beiden Glutamyltransferasen etabliert werden.  
In Agaricus-Arten scheinen die Glutamyl-Phenylhydrazinderivate durch enzymatische 
Reaktionen in mutagene Substanzen umgesetzt zu werden. Während Agaritin nur eine 
schwache mutagene Wirkung zeigt, führt die Inkubation mit einer γ–Glutamyltransferase zu 
einer deutlichen Erhöhung und das putative Endprodukt des Agaritins, das Diazonium-Derivat, 
zeigte die höchste mutagene Wirkung (Fredrich et al. 1986, siehe Abb. 11). Der Nachweis 
sowohl des freien Hydrazins als auch des Diazoniumderivates als Produkte in Enzymassays mit 
Agaritin erwies sich auch in anderen Arbeiten als äußerst schwierig, was vermutlich auf die 
hohe Reaktivität dieser Stoffe zurückzuführen ist. Zusätzlich zur aktivierenden Wirkung der 
Glutamyltransferase konnte auch eine aktivierende Wirkung einer fungalen Tyrosinase gezeigt 
werden (Walton et al. 1997, Walton et al. 2001). Interessanterweise könnte die aktivierende 
Wirkung auch von einer Laccase herrühren, da gezeigt wurde, dass die von Walton 
132 
 
verwendete, kommerziell erhältliche fungale Tyrosinase mit einer solchen verunreinigt war 
(Sugumaran und Bolton 1998). In zukünftigen Arbeiten könnte man schnell überprüfen, ob 
auch in Agaricus xanthodermus eine mit Agaricus bisporus verwande 
Glutamyltransferase/hydrolase vorkommt.  
5.4 Verteidigungsmechanismen in Basidiomyceten 
Die in dieser Arbeit untersuchten Sekundärmetabolite, die Melleolide aus Armillaria mellea, 
das Psilocybin und der blaue Farbstoff aus P. cubensis und schließlich das Agaritin bzw. dessen 
Folgeprodukte aus Agaricus bisporus, scheinen alle eine Rolle in der chemischen Abwehr 
dieser Pilze zu spielen. Melleolide befinden sich zu jedem Zeitpunkt in dem Mycelium und den 
Rhizomorphen von Armillaria mellea, es liegt daher ein konstitutiver chemischer 
Abwehrmechanismus vor. Die Abwehrstoffe in Psilocybe cubensis und Agaricus bisporus 
werden erst bei Verletzung enzymatisch aus Vorläufermolekülen (Psilocybin bzw. Agaritin) 
gebildet, was einer wundaktivierten chemischen Verteidigung entspricht. Ein Beispiel für den 
letzten Verteidigungsmechanismus, die induzierte chemische Verteidigung, wäre die 
Biosynthese eines Abwehrstoffes, welche erst durch Verletzung induziert wird. Ein Beispiel 
dafür wäre der Verteidigungsmechanismus in dem Basidiomyceten BY1 (Brandt et al. 2017). 
Gerade für konstitutive und wundinduzierte Abwehrmechanismen gibt es inzwischen eine 
Vielzahl von Beispielen aus Basidiomyceten, wie beispielsweise das Vorkommen von 
Strobilurin I in Mycena sanguinolenta sowie die Bildung von Blausäure ausgehend von 
Aleurodisconitril bei Verletzung von Aleurodiscus amorphus (Spiteller 2008).  
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6 Zusammenfassung 
  
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Biosynthese bestimmter Sekundärmetabolite aus 
verschiedenen Vertretern von Basidiomyceten der Ordnung Agaricales zu untersuchen. 
Besonderes Augenmerk wurde auf die Entwicklung von Strategien zur Aufklärung von 
Biosynthesewegen vor dem Hintergrund der besonderen Schwierigkeiten bei der Arbeit mit 
Basidiomyceten gelegt.  
Es wurde gezeigt, dass ein schneller Überblick über das pilzliche Metabolom durch die Analytik 
pilzlicher Extrakte gewährleistet werden kann. Einerseits können durch die inzwischen sehr 
genaue Spurenanalytik putative Biosyntheseintermediate gefunden werden. Diese erlauben 
erste Rückschlüsse auf die Biosynthese eines Stoffes und grenzen Zahl und Funktion putativer 
Biosyntheseenzyme ein. Andererseits muss beachtet werden, dass vermeintliche 
Biosynthesezwischenprodukte nicht unbedingt Teil des zu untersuchenden 
Biosyntheseweges, sondern Produkte eines weiteren sein können. Außerdem muss beachtet 
werden, dass während des Prozessierens (Lagerung, Trocknung etc.) und der Extraktion 
pilzlicher Biomasse sowohl enzymatische als auch chemische Reaktionen das ursprüngliche 
Metabolom stark verfälschen können. So konnte in Publikation 2 (Lenz et al. 2017) der starke 
Einfluss der Extraktionsmethode auf das vermeintliche Metabolom gezeigt werden. Frühere 
Literaturangaben zum Psilocingehalt in psilocybinhaltigen Pilzen sind vermutlich daher leicht 
verfälscht. Des Weiteren konnte mithilfe eines schonenden Extraktionsprotokolles im Zuge 
dieser Arbeit Norpsilocin als Naturstoff identifiziert werden.   
Es wurden Strategien erläutert, gängige Methoden zur Aufklärung von Biosynthesewegen in 
anderen Organismen, welche für Basidiomyceten nicht, nur in Ausnahmefällen oder nur mit 
äußerstem Material- und Zeitaufwand zu bewerkstelligen sind, durch alternative Methoden 
der Biosyntheseaufklärung zu ersetzen. Innerhalb dieser Arbeit waren dies hauptsächlich die 
Reinigung und Analytik nativer Proteine, von denen eine Beteiligung an einem 
Biosyntheseweg vermutet wurde. Dies Art des Vorgehens wurde zur Charakterisierung 
putativer, an der Psilocybinbiosynthese und an der weiteren Umsetzung des Psilocybins zu 
einem blauen Farbstoff beteiligter Enzyme angewandt. Nach diesem Vorgehen wurden 
Psilocinkinasen und eine Tryptophandecarboxylase gefunden. Diese sind nach neueren 
Erkenntnissen jedoch nicht Teil der Psilocybinbiosynthese. Zwei gefundene Phosphatasen und 
eine Laccase hingegen setzen Psilocybin zu einem blauen Polymer um. Dieser Umsatz sowie 
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die Strukturanalytik des blauen Farbstoffes ergaben Hinweise auf eine mögliche ökologische 
Funktion des Psilocybins als Fraßschutz.  
Aber auch die Identifizierung putativer Biosyntheseenzyme über die vergleichende Suche 
nach deren codierenden Sequenzen innerhalb der jeweiligen Genome in silico stellte eine in 
manchen Fällen brauchbare Strategie dar. Unbestreitbar haben Fortschritte in der 
Sequenziertechnik und der in silico Analytik die Aufklärung von Biosynthesewegen stark 
vereinfacht. So konnte, wie in Publikation 1 (Wick et al. 2016) beschrieben, mit den zuvor 
gefundenen für zwei Halogenasen codierenden Sequenzen in Armillaria mellea drei weitere 
für Halogenasen codierende Sequenzen gefunden werden. Alle zugehörigen Halogenasen sind 
an der Biosynthese der toxischen Melleolide beteiligt.   
Auch in dem sequenzierten und annotierten Genom von Agaricus bisporus konnten die 
codierenden Sequenzen für zwei putative Glutamyltransferasen gefunden und diese genauer 
charakterisiert werden. Es ergaben sich Hinweise auf eine Beteiligung dieser 
Glutamyltransferasen an dem Umsatz des in Agaricus bisporus vorkommenden Naturstoffes 
Agaritin zu einem Diazoniumderivat, welches vermutlich auch Teil eines 
Verteidigungsmechanismus ist.  
Wie in Kapitel 5 dargestellt, lassen sich die in dieser Arbeit bearbeiteten Projekte und Befunde 
gut in die chemische Abwehr von Basidiomyceten einordnen. Die Melleolide, der blaue 
Farbstoff als Folgeprodukt des Psilocybins und das Diazoniumderivat als Folgeprodukt des 
Agaritins sind vermutlich Teil der chemischen Abwehr in den untersuchten Basidiomyceten 
der Ordnung Agaricales. 
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Gen- und Proteinsequenzen 
Tryptophandecarboxylase TDC codierende Sequenz 
ATGTCTGCCGAAAACACTATCGCTAAACCTCGCTATCGTATTCCTACGAGTGAGGACCATGAACGCAC
ATCTGCTCTTTTCTTGGGTCCCAAGGCAGAAAATGCCAAATTCCTCCGGAAATGGTTGATGACGGTTG
TCTCTCAGCAAGAGGCAGCCCGCCATGCTTATTCCCCGAAAGACAATATTTTTATTTCCGCCGCCACG
CAAAGCTCCAAAGCTTTTCGCGAGACTACGAACGCAATAACGAGCAACCTCACCGCGTTGTTGACTGA
ACTCGGTCAAAAATCAGTTCCGTTCTACTCTCCCCGGTACAGCGGCCATATGTCTGTAGACCAAAGTT
TGCCGGCCATTCTCGGGTATTTGTCGACCTTGTTTTACAATCCCAACAATGTTGCCTTTGAGGCTAGT
CCGTTCACGACTATCATCGAGGGAGAAGTTGGCTTGCAACTCTCTGAAATGCTGGGTTATAATCGTCT
GAATAACGTGGATGAACCTCTCGCCTGGGGACATATTGCATCGGGTGGTACTGTTGCAAACTTGGAAT
CAATGTGGGCGGCGCGCAACCTCAAGTTCTATCCTCTCTCGCTCCGAAATGCTTCGGCCAAAGGCGCA
GAATTGGAGTTCATTGCTGACACCTTCTCTGTCAAAACTTGCGTCGGTGATGAGAAACTACTGAAGGA
CTGTAGTATGTGGGAACTCTTCAATTTGCATGTAACCACCATCTTGGATCTACCCGACCGCTTGAACA
AGGAGTACAGGATTTCTGGCCAGTTCCTTGAAAAAGTTATGCGCAAGTATATTATCCAGTCGACCAAC
AAGGACGTGTTGATGCAAAAGTGGCAGCCCCCGGAGAAGCTTGTGCAACCTGTCGTTCTCTCCCCGAG
CACCAACCATTATTCATGGCCAAAGGCTGCAGCTGTGCTCGGCATTGGTTCTGACAACCTTCGCAATG
TCCCAGTTGACATGCAAGCGCGCATGGACATAAACGAGCTCGACCGTATGTTGCAAAGGTGCCTGGAT
GAGAAGACGCCGGTATACCAGGTCGTTGCTGTTATTGGCACGACCGAAGAAGGTGGTATCGATCGCAT
TACAGAGGTCCTGAGACTACGCAAAAAGTATCAAGCCTTGGGTCTATCTTTCGCCATCCATGCAGACG
CAGCGTGGGGCGGATACTTTGCAACCATGCTACCTAGACCCACACCATACACACCTGGACAAAATACA
TCGCTTCCCGCAGACAGCACCAATCCGGACTTTGTCCCATACGTCGGTTTGCGCCCAGAGAGCGCCTT
ACAACTCAGCCATATAAAGTTTGCTGACTCCATTACTGTCGACCCGCACAAGGCAGGTTATATTCCGT
ATCCTGCCGGAGCGCTCTGCTATCGAGATGGTAGAATGAGACACCTTCTTACGTGGTCCGCACCCTAC
CTTATCCAAGGCAACGAAGGCCAAAGTATCGGAATATACGGGATCGAGGGAAGTAAGCCTGGTGCAGC
AGCATCCGCTGTATTTATGGCGCATGGAACCATTGGCATTAACGGTTATGGGAGCCTTCTTGGCCAGG
CAATGTTTACATGCCGCCGATACGCTGCTCACTGGTCTGCAATGTCTACCGATTCTACCAGTTTCACT
GTCACCCCGTTCAATCCTATCCCCGCTGACGTCGACCCCAACGCTGACCCTGCAAAGGTTGAAGAGCA
AAAGCAGTTCATCAGAGATCGTATCTTGTTCAAGTCGAACGAGGAAATATACAACGATTCCGAGGCTA
TGGAACTCTTGCACCAACTTGGGTCCGATCTCAACATCAACGTTTTCGCATGCAACTTCCGCGACCGC
GATGGCAATCTCAATATAGATGTCGAGGAAGCCAACTGGCTCAATAACCGTATTTTCCAACGCTTCTC
TGTTACCAGTGCTGAGGAGAACCCATTGGATACGCCGTTCTTCCTCAGCTCGACCACCTTGAAACAGT
CCGAATACGGCGTCTGCGCAGCCGAAGTAAAGCGACGCATGGGACTTGTAGGCGACCAGGATGTTATA
GTCCTTAGGAATGTTGTTATGTCTCCATTCACGGCAACGAACGACTTTGTGGGTACTCTGGCAAACAC
CTTCCAAAAGATCGTTGAGGAGGAGGTCGAGTATGCACGGATCCGCAACGATATGAAACCTAGCATTC
ACACCTTCCTTCTTCACGGTTCAGTAGAGCAATATTATCTTGTCCACACCCCGACGATCCATATGGCT
AGCGGACGTCGCCAAATCATCCTTTCAGTAGATATTACGGGTACGGTTCACCAGGCGATACATGCCGA
TGAACAAGTTGAGGCGCTCATTATACACAACACTGTTCCTCTCCGCCTTGACGATATTGTGGATGGAG
CGTCATTCGAAGGCATACTTAGCATCGGAAAGAGGCAAACTGATATCAAAGTTAACATTTCGAACATC
AAAGTCGTCAAGAAGCGCTCTCTGATGACTGAGGACCTGGAATCTGCGTACCCATCATTGATGCCATT
CTATTTCTACGGGACTCAAAAACACGCTCATATCGATCATGTCATTACTGTCGTTCCTAACATCCATC
TCAGTGCTGGCCGAATTGAATACAAATTCGACGACGACTTGTCAAGCGAGGACCTCGCCAAGGGTCTC
ATTGTCGTTGCTGAGAATGTACACGAGGCATCCATGCAGCCCTTCCCGCTCATGAAAGATCTCCATAT
CGACGACCAATTCTTCTTCAACTCTGGGCAAACTCTCCACGTCAAAGTATACAGAGACCCATACCCCG
CGTCGACCATGGATCCCATCCCTCTCCACGACATCAAGAACCAGCCCGTTGTTACACAAGGCACTATC
ACGCTCGTCGGAAATCTTTACGTTGACTCTGATGCTCTCAATGTCGCTTCCGAGCCTACTGCCGACGA
TGACGCTCGCGCCGCTTCTCAAGCTCGCAATATGTACGGCGAGATGACCGCTGGAACCATCAAAGGTT
GGCAAAGTGCTGTTCGTGATTTCCACAACAAATTGGAGACTATCGCTCCCGCCAAGTAG 
 
Glucosaminkinase codierende Sequenz 
ATGTCGCTCTATCTCTGTGTAGATTGTGGCGGATCAAAGACAGCAGTCGTTATCTGCAATCCAGTTGG
CACTATCGTTGGTAGAGCTACCGGTGGTCCATCCAACATCGCATATCTTACCCCTCAGTCTTTCAACA
AGACCGTGAAAGCCGCTGTCATTGCCGCTCTTCAAATCGCCCTTCCCGATTCTCCAGACGTCTCCCTC
145 
 
CCCGTTGTTGGAAAAAGTCCTTTCCATGCAGCCTGGTTTGGTGTCTCCGGAGCAGACTCGCCAGCAGC
TATCGCTCGCATCGCCGCCCCTCTTTCAGAACTGCTTGGCTTGCCTCTGGGCCCCAAGTTGGTTATCG
CAAACGACACCCATCTGTTGGCTGCCCCAATTCGCATGTACTCCGATGTCACCCACGCAGTTGCTGTC
ATCGCAGGTACAGGATCCATCACCGTTAGCTTCACAGAAGTCGACGGCAAGATCGAAGAGCTCGGTCG
CGTCGGGGGCTGGGGTTGGATTCTGGGGGACGAAGGCGGTGGATACGATGTGGGCCGTGAAGCATTGC
GACAGATTCTATTGGCGAATGACAAGTCATCCATTACGGGCGTTCCGTTACCCAAAAGCATGCTCATA
GATCGCGTTTTGGAGATATTCGGTGCGACCACGGTATTGGAGATATTGACAGGGGTCTATCTACCCGA
TCCCCCGCCGGGTCAGACCAATCCAACTGGTGAAACAAATGAACACCTCGAACGAGAGAAACGTATAT
CGACCCTGTCTCCTATTGTCTTCGAGGCCGCTTTCAAGCACCATGACCCCCTTGCTATGGACGTCGTG
AAGGCCACAGCCAGTCATTTAGTAGCTCAGATCGCTTTGCTCCTCGGAGACGGTGTTGAATCATCTGC
TCGTACTGTTAAAGCATCTGAGAGTGTAATATCATTTGGCGGCTCTTTGGTTGGAGTCGAGGCTTATA
GGCAATTGATTCTCACCGACCTTGCTCAACGGGGTCATGTTTTCAAGCGATCCATTGTTATAGACGAT
GCTGCAGCTATTGGCGGAACTGCGTTGGCAGCTGCATTTACAGATTAA 
Adenosinkinase codierende Sequenz 
ATGTCTGCGCCCTCGTACTCCCTGTTCTGCATGGGCAACCCGCTGCTCGACATGCAGGTCCGCAACGG
CGAACAGCTCCTCGAGAAATACGGGCTCAAAGCCAACGATGCGATTTTGGCAGACGAGAAACAGTCCG
AGATATACGATGAATTGGTGAAGGAACATCAAGTGACATATGTCGCTGGCGGCGCGGCGCAGAACGCC
GCCCGCGGAGCAGCTTACATCCTCCCTCCGGGATCTGTTGTGTACACTGGTGCCGTCGGCGACGATGA
GCTCGCGGAGCAGCTCAAGGCCGCTAACAAGCGCGAGGGCCTCGACCAGGTGTACCAGGTCAAGAAGG
GCGAGAAGACAGGCGCGTGCGCGGTCGTTATCACCGGCCACCACCGATCCCTCGTCACCACCCTGCGC
GTCGCTGAGAAATTCGAAAAGTCGCACTTGTCGTCGCCTGAAGTTGCGCCTCTTGTCGAGAACGCCAA
GTTCTTCTACATCGAGGGATACTTCCTCACACACGGCGTCGAGTCCGCTCTCGAGCTGAGCAGCAAAG
CCTCCGCCGCAGGCAAGACATTCGTCATGAACCTCTCCGCGCCATTCATCGCCCAATTCTTCGGGGAG
CAGCTTAACCAAATCCTGCCGCACACAGACATCATAATCGGCAACGAAGCCGAAGCCGAAGCATGGGC
AACCGCGCACAACTACGCATCCACGACAGACCTCGCATCCATCGCCAAGCAAATTGCGCTGCTCCCCA
AATCGAACCCCGCGCGCCCGCGCGTCGTCGTCGTCTTCACCCACGGCGCGCAGAGCACGGTGCTGGTG
AGCGCGGACAGGCCGGATGAGGCGAGGGTGTTTGCGGTGGATGTGCTGGCGGATGATAAGATTGTGGA
TACGAATGGCGCGGGGGATGCGTTTGCGGGTGGGTTCGTTGGTGCGCTTGTGGCGGGCAAGGACCTTG
AGGGTGCGGTGTTGGCTGGCCATGCGCTTGCGCGCCAGTGCGTGCAGCAGGTTGGACCACAGTACCCC
TGGCCAAAAGTCGACATCTTGTAG 
MurG/FolC codierende Sequenz 
ATGTCCATCGATTTATCGCTCGACCGCCTCAAATCTCTCTTACCATTCCTCCCATACACCCGCCCAAC
GCTGCACATCGCTGGCACCAATGGCAAAGGCAGTGTCTCCGCCCTGCTCACATCTATTCTCCTCACAT
CTTCCTCCCCGCTCCGTATCGGGCGATTCAACAGCCCCCATCTCGTCTCTGTACTCGACAGTATCACC
ATAGATGATGTTGCTATCGATATCAAGGTCTACACAGAGACACGGACGGACGTCGAGGCGCACGACCG
CGAACAGGGCACCCGACTGACTTCCTTCGAGCTCCTTGCGATGACAGCGCTGCGCATTTTTGAAACTG
CCCACGTCGATGTGGTCGTTCTGGAAGTCGGCATGGGCGGGCTCCGTGATGCGACAAACATCGTGCCT
ACTGCGTGTATTCGTGCGTCGGCCCTCGCCGCGGTCGATCTTGACCACCAGGCATTTTTGGGCGATAC
AGTTGCACTCATTGCTCGCGAGAAGGCTGGAATTGCACGTAATGGGAGACCATTTATCTTGGGACGGC
AGCAGCATGGAGAGGTCCAAGGCGTTGTGGAAGAGGTCGTGCGTGAGGCTGGGGGGACGTTGCTGAGA
AGCGTTGACGTGTCAACCGTCGATTCAGGTACATGGTCGCCGTTTAACGATGCCTCAAAGACAGGGCC
GCCACCACGCATTGTCAAATTTCAATTACAAGCTTTCCCTGAGGCAATCGAAGCCCAGTTCCCACTTC
AAGGCGCGCACCAGCTCGACAACCTAGGCACTGCGCTTGGTGTCATCGATGCTCTCCTCACATTTAAC
TACCCCGATACAGATCTGCTTAGGCTCCGAGAACGCATCACACCAGCGTCCATATCTGCAGGTATCGC
AAAAGTCAAATGGCGCGGTCGACTCTCGTTCCACTCTATCTCTGTCCCAGGGCCTTCACCTCTCGACC
TCCTCGTGCTCGCAGACGGCGCACACAACCCCGCATCAGCCAAAACTCTGGGTGAATACATTACCTCT
CTCCTCGAAAATACCACTACAACTCCAATCCACATAACATACATCCTCAGTCTCTCTCATTCGCCTCC
CAAAACACCTCTGCAAACGCTCTCGCCCATCTTGCCACCGTTTCCTGGGACATCAAGTTTAGTGCCAC
ATATATCTGTTGCGCTGCTCCCGTTCTCCCCGCCGGAAGGCATGCCATGGGTCAAACCTGTAGCCCTC
TCGACGATGCGTGAGACTGTGCAGGCGCTTGTTCCAGAGCTGGGCGAGGGTGATGTGTGGTTGTCATC
146 
 
GGAAAATGAAGGGTTGAAGCGCGCGCTAGAATGGGCAGCTGAGAAACAAGCAAAGCGCGGTGGAGAGG
GATTGGTGGTGCTCGCTGGCAGTTTGTACCTCGTCGCAGATTTTTACAGATTGTTGGAACACGGCTCT
TCACTGTGA 
ThiD codierende Sequenz 
ATGAGCAACGTTGTTTTGACCATTGCAGGCTCTGACTCTAGTGCTGGAGCTGGTATACAGGCCGACCT
GAAGGCTTTCGCTGCTCATGGCTGCTACGGAACGAGTGTAATTACCGCCTTGACCGCTCAAAACACCA
AAGGAGTACAGGGTGTTCATGCAACTCCACCCGGATTCGTAGCGCAGCAAATAACATCCATATTCGAC
GACTTGGATGTTCGTGCTATCAAGACTGGAATGCTTTTCGATGCAGCAATCGCGACAGTGGTTGCTCA
ATGCCTCAAAACGCATGTAGCACAGGGTGCGCTGCCCCCTGTCATTTGCGATCCAGTTTGCGTTTCGA
CCTCAGGCCATACGCTGTTACATGAAGATGCCCTTCAAGTCCTCATTTCAGAGCTCTTCCCTCTTGCT
ACTCTTATCACCCCTAACAAACCTGAAGCTGAGCTTCTCCTATCAAAAATGGGTGTGCCGGATGTTGA
AATCAACAACTTGGATGACATGTTGTCATCCGCGAAGAAACTGTTATCGGTCGGATGTGAAGCTGTAC
TTCTCAAAGGAGGGCATGTCATTACCAGCATTGACGAAGTCGTTTTGGCTCAGGAAAAATACTCCGGT
TTAAAGGTCATTAAACAGGGCATGCTAGGAGACAACATGGAGATTATTCTGGTCAACTACCCAGAAAT
CGCGATTGAGAACTTGGAACTGGTCGCAGATGTGCTCTGTCAAAAATCTGGCTCAACGACAATCTTTG
TACGCCCACACATCAAATCCTCGAGTACACATGGTACAGGATGTACTTTGAGCTCTGCCATTGCCGCG
GAACTCGCCAATGGATCTCCTTTGGAAGATGCAGTTGCGAATGCTGCGTTGTACACACATCTCGGAAT
TCAAGCTGCGGATCCGATCGGCAGTGGACATGGGCCTCTAAATCACTTTCACAACGTCACGAAAATTT
TGATTCCACAGCGCACGGAGACAAATCCGTACCCTTTCACTCGACTCCTCATTGAAGGTGCCTCATCC
AGTTGGAAAGATTATGTCGAGCACGCCTTCGTCAAGCAACTTGGAGAAGGGACTCTCGATCGAGCTCG
ATTTATTCATTTCATCAAACAGGACTACCTGTACCTCAAATACTATGCACGGGCATATGGGCTCCTTG
CCGCGAAATCAACATCCTTCGGGTGGATACGAAGCGCAACAGAGACGATCCTCAACGTCCTTCACGAG
ATTGGAAACCACAAAACGTACTGCTCCACTTTTGGCATTACAGAGGCTGAACTAGAGAGCACACCTGA
GTCGGCAGCTACAACTTCCTACGGTGCCTATATCATGGATGTTGGCTTGCAAGGAGATTCTATGAAAT
TGGTGATGGCGTTGACAGCATGCTTACTCGGATATGGGGAGGTGGGCCTTTGGTTGAAAAAACAAGCC
AGCACAAAAAACAGCTGGGTTATGCTAGAGGGAAATCCGTACAAACATTGGATCCAAGAATACTCCGG
ATCGATGTACCAGGACGCCGTTAGAATTGGTTTAGAAACAATAGAATCGTACGCCGTAGCCGACCCGC
CATCCGCACAAAGGCTGAAAGAGTGGCAGACCGTTTGGGAGAGATGTACGAGGTTGGAGAAAGGGTTC
TGGGACATGGCGATGCAGTTGAGCGAGTAA 
glu1 
ATGCATCCGATGGGTTTCCTGTCAGAGAAATCCATCCGGCGCCGCCCAACAAACGACAGTATTAATGA
CCTTATAATTACTGGCATCATTACTCTAGGTTCTATCGTTCTGCTCTACTGGTGGCACTTGGACTTCC
ACGACCTCCGACCGTCAGGCAACCGGAACCGTATTTATCCACGAGGCACCAGGGATCCGGCGTACCTT
ATTAAGGCGTATAATGGTGCTGTCGCTGCAGAGAACGAGCTATGCTCTAAGATGGGCGTTGGCGTACT
CAAACAGGGAGGGAATGCAGTCGACGCCGCTATCAGTGCCACGCTTTGCACAGGCGTTGTGAACATGT
TCTCTTCTGGAATCGGTGGAGGAGGATTCATGATCGTTCGATTACCTCCCGAGTCACCGGGGGAACCT
TCGGAAGTATGGTCAATCAATTTCCGGGAGACAGCACCTGCATTGTCAAATCAGACAATGTATGAAAA
CAACCCGTTGGGGTCCCGATACGGAGGGCTGGCTGTGGGAGTGCCTGGAGAGATTCGCGGGCTGCAGG
AGGCGCATCGCAGGTGGGGCACCATCCCATGGAAGGACCTAGTAGAGCCGGCCGCAAAGCTTGCTGCA
CGGTGGCGCGTCCAAAAGGAATTAGCAAGGCGTATTCAAATGTACTCGTCCCTCATGCTAGATAGTCC
GGACTGGAGTGCCATATTTGCACCACAAGGAATGTTACTGAAAGAGGGAGATAGGATATCTCGGGCAA
ATTACTCGCGAACATTGTCCATTATTGCAGAGCAAGGTCCTGACGCTTTCTATGATGGACCAATCGCT
GATGCACTTGTCGAAAAGGTCCGTCAGACAGGTGGAATATTGACCACGGAAGACCTGAAGCAATACCG
TGTTCGAGTGGATAAGGCGTTTCATGGAACTTACCGCGGTAGACATGTGTATACCAATCATGCACCAG
GAGCTGGTCCTCTCTTACTGCAGATGCTCCATGTTCTTGAGAACTACGATCTAACAGAAAGAACACCA
CTTAACGTTCATCGAGTCGTTGAAACTCTGAAGTTCGCTTTTGCCTCTCGGACGCGAATGTCCGATCC
GGCGTCTCACAATGATACCCAACGTATGGAGATCATGATGACGAAGGAATACGCACACGAAATATATA
CCAATATAACTGACGACAAGACTCATCCCCCGGAATACTACAACCCCGAGTATGGTATGAAGCCTGAT
CATGGAACCAGTCACACGTCCATAATCGATCGAAATGGAATGGCTGTTTCACTAACGACGACAGTCAA
TAGCGTTTTTGGCTGCCATGTCTTGGATCCTACCACTGGTATGGTGCTGAACGATGAGATGGACGATT
TTTCTGTGCCTGACACACCTAATGATTTCGGGTTATGGCCTTCTCCATATAATTTTCCCCTGCCGGGA
147 
 
AAGAGGCCCGTGTCATCCACTGCCCCTACTATCATTGAAAATGCTGATGGTTCGATTTATGCCTCTAT
TGGTGGTGCCGGCGGAGCACGAATTTTCGGTTCCATACTTCAGGTTCTTCTCAATCTTGACTGGGGCC
TTGATGCCAGTGAAGCGGTTGAATTCAGTCGTCTGCACGACCAATTGTATCCGCTGGTTCTGGATGCA
GATGAAGATTATCCCTCGGAGTCGCTGGAATTCTTGCGACGGTTGGGTCACAATGTCACTGTTGCTGA
CATCAATAGGATAGCGGCAGTTGTTCAACTTGTGGTCAAGAGAGATGGTGTCATTTACGCCGCGAGCG
ATTCCAGAAAGAATGGGATTGCGGCGGGCTATTAG 
Glu1 
MHPMGFLSEKSIRRRPTNDSINDLIITGIITLGSIVLLYWWHLDFHDLRPSGNRNRIYPRGTRDPAYL
IKAYNGAVAAENELCSKMGVGVLKQGGNAVDAAISATLCTGVVNMFSSGIGGGGFMIVRLPPESPGEP
SEVWSINFRETAPALSNQTMYENNPLGSRYGGLAVGVPGEIRGLQEAHRRWGTIPWKDLVEPAAKLAA
RWRVQKELARRIQMYSSLMLDSPDWSAIFAPQGMLLKEGDRISRANYSRTLSIIAEQGPDAFYDGPIA
DALVEKVRQTGGILTTEDLKQYRVRVDKAFHGTYRGRHVYTNHAPGAGPLLLQMLHVLENYDLTERTP
LNVHRVVETLKFAFASRTRMSDPASHNDTQRMEIMMTKEYAHEIYTNITDDKTHPPEYYNPEYGMKPD
HGTSHTSIIDRNGMAVSLTTTVNSVFGCHVLDPTTGMVLNDEMDDFSVPDTPNDFGLWPSPYNFPLPG
KRPVSSTAPTIIENADGSIYASIGGAGGARIFGSILQVLLNLDWGLDASEAVEFSRLHDQLYPLVLDA
DEDYPSESLEFLRRLGHNVTVADINRIAAVVQLVVKRDGVIYAASDSRKNGIAAGY 
 
glu2  
 
ATGACATCGAAGATAAAAATTGACTGGGACAAAGTCAATCATCCCGATCTTACGTTCCAGCAATTCCC
AAGTCGAAGGTCTGTGGTATATGGAACGAAAGGTGTTGTGGCTTGCTCCCAACCTTTGGCTGCCGAAG
CTGGTTTGGAAATCCTGAGGAAAGGGGGGAATGCAGCGGATGCCGCTGTTGCAACCTCGGCTGCGCTG
AATGTGACTGAACCCAGTTGTTGTGGCATCGGAGGCGACGCATTCTGTTTGTTCTATGATGCCAAAAC
CAAGCAGGTCAAGGCTTTCAATGGCTCTGGCAGATCGCCCAAGAAGCTGGATATAGATCACACCCGGA
AGCGCGGAATTGAAGGAAGGCGAATTCCTCTGACCGACTTAAATTCAGTAACCGTTCCTGGTGCAGCC
GCCGCTTGGGCCGACACTGTCAAGGAGTTAGGAAGCGGAAAGCTTACTCTTTCTGAAGTTCTTGATCC
CGCGATCCGTCTTGCCGAGGAAGGGGTCCCTGTTTCCGAAATCAATGCTTCGGCTTGGAAGAAATCGG
AGGACTTGATCAAGAATGCTTCGCCCAACGCTGGCGAAATGTTGCTCAACGGCCGCGCGCCTCGAGCT
GGAGAAATCATCAAACTTCCAAATCTCGCTCGGACGTTTAGGGAATTGGGAGAGAAGGGAAAGGATGG
TTTCTACAAGGGCCGAGTAGCCCAAGCTATCGTTGATCTGATTCAAAGCCAAGGAGGAGTTATGGAAC
TCGAAGATTTAGTTGAACATTCGACGGCTTTTGTGGAACCTATCAGCTATACTTATGCCAATGAGGTC
ACTGTCTATGAGTGTCCACCGAATGGTCAAGGCATCACTGCTCTCATTGCCCTCGGCGTCCTCGAGCA
GATGCAGGAACAGGGTTTGGCCAAAAACCTGCTCGAAATGGAGCATAATTCGCCAGAATATCTTCACG
CTCTCATTGAAGCGCTCAGACTTGCGTTCGCGGATAGTCAATGGTACGTCGCAGATCCTGACGTGGTT
CACGTTCCCGTCAAGGAACTCCTGAGCAAGGAATATCTTGCGAAACGAGCCAAACTCTTCAATCCGGA
GAAGACGAATCCCCAAGTAGTTCATGGAAACCCAGTGAACAGTTCCGATACGGTCTACTTCACTGTTA
GCGATCAGTGGGGAAATGCATGCAGTTACATACAAAGCAATTTCGCAGGATTTGGTACCGGTGCAATT
CCTAAGGGGTGTGGGTTCACTCTGCAGAACCGTGGAAATGGCTTCATTTTGGATGAAAACCATCCAAA
CGCCCTACGAGGTGGGAAACGTCCGTACCATACTATTATCCCTGCCATGGCCCTTCGAGGAGACGAAT
TGTTCTTGAGCTATGGTGTTATGGGTGGTTTCATGCAGCCACAAGGCCATGTGCAGGTTCTCTTGAAC
GTGCTACGAGGATTCACAGTCCAAGCGGCCTTAGATGCCCCCAGATTTTGTATATCCGCAGGTATGCC
TGAAAACCAGAAAACGTCAGGCGGAGCGGCGGGGGATGCCAACAGTGAAGTTTATTTTGAAGACACAT
TCCCGAAAGAAACGATTGACAAATTGATGGAAATGGGCCATGATGCTCGTGTCGTATCCGGGTTTCAG
CGAGGACAAGTAGGACGAGGTCAGATCATTCAAAAATTACAGGATGGCACTGGTAGACTCGTGTGGGC
GGCTGGGTCTGATCTTCGTGCAGATGGACACGCAGCTGCGCAGATATAG 
 
Glu2 
 
MTSKIKIDWDKVNHPDLTFQQFPSRRSVVYGTKGVVACSQPLAAEAGLEILRKGGNAADAAVATSAAL
NVTEPSCCGIGGDAFCLFYDAKTKQVKAFNGSGRSPKKLDIDHTRKRGIEGRRIPLTDLNSVTVPGAA
AAWADTVKELGSGKLTLSEVLDPAIRLAEEGVPVSEINASAWKKSEDLIKNASPNAGEMLLNGRAPRA
GEIIKLPNLARTFRELGEKGKDGFYKGRVAQAIVDLIQSQGGVMELEDLVEHSTAFVEPISYTYANEV
TVYECPPNGQGITALIALGVLEQMQEQGLAKNLLEMEHNSPEYLHALIEALRLAFADSQWYVADPDVV
HVPVKELLSKEYLAKRAKLFNPEKTNPQVVHGNPVNSSDTVYFTVSDQWGNACSYIQSNFAGFGTGAI
148 
 
PKGCGFTLQNRGNGFILDENHPNALRGGKRPYHTIIPAMALRGDELFLSYGVMGGFMQPQGHVQVLLN
VLRGFTVQAALDAPRFCISAGMPENQKTSGGAAGDANSEVYFEDTFPKETIDKLMEMGHDARVVSGFQ
RGQVGRGQIIQKLQDGTGRLVWAAGSDLRADGHAAAQI 
 
phos1 / phy1 
 
ATGCACAGTCTCGGTCTGTTCGCTTTAATCAGCTTGTTGCCCTACCTCGTCGTTGCGCAACGTGCATC
GACCTTTGCAGGCGCGACTACAACCGCTGTGTTCCCCCCACCCAATGCTGGTATTGCAGCAACCGACA
CGAACTTCCCCGATGGCTCTAAAGTTGGATTCCCAGGTCCAACGCGCACCGGAGACGAAGCAGCAGCA
ATAGAGACTGCACCCGTGGCTGCCAAAGTCGACAGCTTCTTCCCCCTGATCAATGGGGGTGCTGAAGA
TAGCACACCGATGGACCCCTTCGACGTCTTGGTGCACCTCGGAAATTTGAGCCCTTTCCAATCCGTCC
CATCATCGGCGTTTGGTCTGCCTGGAGCATCTCCCCTCATTCCTGAGGGATGCGACATCGTACAGGCC
CACCTTCTTCACCGCCATGGTGCGCGTTACCCCACTGCTGACAGTGGTCCCCCAGGATTTGCAGCCAA
GGTCAATGCCGCTGCTAATTCGGGATCTGGGTTCTCGGCGAAAGGCGATCTCAGTTTCTTGAACACTT
GGACTTACAAACTCGGTGGTGACATTTTGACACCTTTTGGTCGCTCACAACTCTTCAACTTGGGTGTT
GGGTTCCGTGTCAAATATGGCCAATTGCTGAAAGGATTCAAGAATCTACCCGTCTTCCGAACAACCTC
CGAAGCGCGTATGCTTGACTCCGCTCTTCATTTCGCTACGGGTTTCTTCGGTGTACAAAAGTACCAAG
ATAGTTATCACCAACTTATCACGATTGAGCACGGGGGAAAGCAGAACAACACCCTTGCCCCGTACGAG
TCATGCACTAACGGACTGAATGCCGTCGCCGCGTTCGGTGACATTCAAAGCCAGAAATGGGCCCAGAT
ATACTTGGCCCCTGCAGTAAAGAGACTCAACGCAAACCTCAGGGGACTGCAACTCAACGTGACGGACT
TGTTTGCTATGCAACAACTCTGCGCTTTCGAGACCGTCGCCCTTGGATATTCCTCTTTCTGCGACCTG
TTCACTGAGGAGGAATGGAGAGGATTCGAATATCAAAGCGATCTTCAATTCTGGTACTCTTTCGGACC
CGGTAACCCCGCATCCAGCGCCATGGGTATCGGCTACGTCCAGGAACTCGTTTCACGACTCACCAAGA
CGCGCATCACGACCTTCGACACCACAGTCAACGCCTCGATTGTGACGAGCGATATTCTCTTCCCACTA
GACCAACCCATCTACGTTGACGCAACCCACGACACGATTTTGACGGCTATTTTCGCTGCCATGAACCT
TACGACTCTTGCTGCCAACGGACCTCTGCCCACCGACCACATTCCAAAAGGCCAGACATTCTTCGCCA
ACCAACTCGCACCCTTCGCAGCCAACGTCGTCGGCCAAGTCCTCTCCTGCCCAGCCTCTTCCAAGCCC
ACACACATCCGCTGGATAATCAACGACGGCGTCGTCCCGCTCACAGGCATCAAAGGGTGCAAGCCCGA
CAAAAACGGCATGTGCGAGATCAACACGTTCATCGCGGGCATGAAGCAGCGCATGCAGGAGATCGACT
TCAACTTTGACTGTTTCGCGAACTACACCGTGCCTGTTCCTGATAACATTGTCAATGGGCAGTACCCG
CAGAACTTGAAGCCTAAGAAGAAGTAG 
Phos1 
 
MHSLGLFALISLLPYLVVAQRASTFAGATTTAVFPPPNAGIAATDTNFPDGSKVGFPGPTRTGDEAAA
IETAPVAAKVDSFFPLINGGAEDSTPMDPFDVLVHLGNLSPFQSVPSSAFGLPGASPLIPEGCDIVQA
HLLHRHGARYPTADSGPPGFAAKVNAAANSGSGFSAKGDLSFLNTWTYKLGGDILTPFGRSQLFNLGV
GFRVKYGQLLKGFKNLPVFRTTSEARMLDSALHFATGFFGVQKYQDSYHQLITIEHGGKQNNTLAPYE
SCTNGLNAVAAFGDIQSQKWAQIYLAPAVKRLNANLRGLQLNVTDLFAMQQLCAFETVALGYSSFCDL
FTEEEWRGFEYQSDLQFWYSFGPGNPASSAMGIGYVQELVSRLTKTRITTFDTTVNASIVTSDILFPL
DQPIYVDATHDTILTAIFAAMNLTTLAANGPLPTDHIPKGQTFFANQLAPFAANVVGQVLSCPASSKP
THIRWIINDGVVPLTGIKGCKPDKNGMCEINTFIAGMKQRMQEIDFNFDCFANYTVPVPDNIVNGQYP
QNLKPKKK 
 
phos2 / phy2 
ATGACCAACAGACCCGACATTGAAGCGGGTGCCGCTGGGCAAATGCCCAACGACTATGATGCCAATGA
TACCGAGACAGAGTCTCTCCTTCCAACCACACGGCCTGAAGAAGATGTGTTGTTGCATTCACCGAAGA
AGTCAAGGTCCACCTTCCACGATAAAGCCTGTGGACAACCAAGGTTCGGAGTTTTGCATATAACTGGG
GCGTTTGTGCTGGGCACTATTGCGACACTGGCTGCGCAGTACGCCATTTGCGGGTCCAGCTGTTTCAC
AGGAGGACAGCAAGGTTCGCGTTCGGCTTCTGCGTATTCGCATCAGAACCAGGAAGTTGTCACCGCGC
TAGCACCGCCGTGGGTCGGATCCACTGAGTCGCACCAGTTCCCCCCTCCCAATCCAACGAACGCGTTC
149 
 
CCTTCGTTGTTCCCTTCTGATGTAGGCTATGCCGGCCCAACACCCACGGGAGCAGAGGCTGGAGTTAT
CGCGACAGCTCCTGCATACCCAATGCATACGGGTCAGTGCTCGCATGAGCTCCTGAAGCCCGCGTCGC
TGTACGGAGAGGCGAAGAAGGATCCGGAACATAACGAAGCGAAGGGAAAGAAATCCAAATTCAACTTG
TTCCGTAGCTGGGGCAATCTTTCCCCGTGGTATAGCGTTGACAGAGGCCGTTTTGGCGTGGATTCTAG
CCCTGATGTTCCAGAGACATGTCGGGTTACAGGGTTGCATTTCTTGCATAGACACGGCGCCAGGTATC
CTACAGCGTGGGCAAGCTTCGGTGGTCCTGCCAAGTTGGGAAGGAAACTTCATAGATCTCCAGAATCC
TGGAATGCGTCTGGAGATCTCGAATTTTTGAATGGATGGACCTATAAACTTGGAGAAGAGATCTTGAC
ACCATTTGGAAGGCAGCAACTTTATGATCTTGGAATCTCACTACGAATCAAATATGGGTTCCTGCTGC
AGAACTTCACTGAGAAGAACACGCTTCCTGTGTTCAGAACTGAATCTCAAGATCGCATGCTTGCTTCT
GCCCAAAACTTTGCAGTTGGGTTCTTTGGTTACCCTCTTGATGGTCAATACCAGCAGAGTATTACAAT
CGAAGAGGACGGGTTCAACAACACGCTATCTCCTTACAAGACGTGTCCTAATGCCAAAATTATCCACA
AGTCGGAGCGAGGACAATGGTACATCAAGCGCTGGGCAAATATCTACCTCAAAGAAGCCCAAAAGCGA
TTGCAAAAACAGTTGCATGGCATTGATCTGACAATTGAAGAGACATACATGATGCAACAGCTTTGTCC
ATACGAGACTGTGGCCCTTGGATACTCCAAGTTCTGTGAGCTGTTCACCGAAGAAGAGTGGGAGGGAT
TCAACTATGCACTCGATTTGCAATTCTGGTATGGGTCTGCGTTTGGTTCACCCGTCGCTCGCGTGCAG
GGCATTGGTTACGTCCAGGAAATGGTTGCTCGTCTAACCAACACACCCATCCAAACGCACAACTCTTC
CACTAACGCCACATTAAATGACAACCCCATTACATTCCCTCTTGGCCAGAGTCTGTATGTCGATGCCA
CCCACGAAGTTGTCGTTTTAAACATCATTACTGCCCTCAACTTAACTTCGTTCGCCGGATCAGGACCT
CTTCCTTATACACATATGGACCCCAATCGTACATTTAGGGTCTCCGAACTCGCTCCGTTCGCCACGAA
TGTCCAATTCCAACTTCTGGAATGTACGTCGACCCCAGGCCAACAGATCAGGGTGATCATCAACGACG
GCGTCGTGCCACTCACAGGCATCCGCGGATGTCCCGAGCAGAAGGACGGCATGTGCCCAGTGGACACC
TTCGTCGCAGCACAGAAGGAGATCATCAAGGAGGTCGACTGGCTATATGACTGTCATGGCGATTGGAC
GGTCCCGGAAGGTACTGAGTGGGAGACTGTTATCGGCTCGCCGCCGAAGCGAGCTTAA 
 
Phos2 
MTNRPDIEAGAAGQMPNDYDANDTETESLLPTTRPEEDVLLHSPKKSRSTFHDKACGQPRFGVLHITG
AFVLGTIATLAAQYAICGSSCFTGGQQGSRSASAYSHQNQEVVTALAPPWVGSTESHQFPPPNPTNAF
PSLFPSDVGYAGPTPTGAEAGVIATAPAYPMHTGQCSHELLKPASLYGEAKKDPEHNEAKGKKSKFNL
FRSWGNLSPWYSVDRGRFGVDSSPDVPETCRVTGLHFLHRHGARYPTAWASFGGPAKLGRKLHRSPES
WNASGDLEFLNGWTYKLGEEILTPFGRQQLYDLGISLRIKYGFLLQNFTEKNTLPVFRTESQDRMLAS
AQNFAVGFFGYPLDGQYQQSITIEEDGFNNTLSPYKTCPNAKIIHKSERGQWYIKRWANIYLKEAQKR
LQKQLHGIDLTIEETYMMQQLCPYETVALGYSKFCELFTEEEWEGFNYALDLQFWYGSAFGSPVARVQ
GIGYVQEMVARLTNTPIQTHNSSTNATLNDNPITFPLGQSLYVDATHEVVVLNIITALNLTSFAGSGP
LPYTHMDPNRTFRVSELAPFATNVQFQLLECTSTPGQQIRVIINDGVVPLTGIRGCPEQKDGMCPVDT
FVAAQKEIIKEVDWLYDCHGDWTVPEGTEWETVIGSPPKRA 
 
lac 
ATGAATTTTCTTCTAAGCATCGCTACCCTTGGACTGGGACTTCAAGCCTATGCTGTCATGATAGGTCC
CTCCGCGACTTTGGTTATCGGAAACAAAAACATAGCTCCCGACGGAATTAAGCGCTCGGCTGTTTTAG
CTGGAACTTCACTGGACACTCTATCTTTCCCCGGACCTGTAATTCGGGCCACAAAGGGCGACACGCTG
AGCTTGAACGTCGTCAATCAGTTAACTGATGCCACTATGCTGATGGGCACGAGCATCCATTGGCATGG
TTTTCATCAAAAAGGAACTAGTTGGGCAGACGGTGTTGTCGGCGTGACTCAGTGCCCTATTGCTCCTG
GTCATTCTTTCCTATATCAGTTTCCCACGGCCAACCAAGCTGGGACTTTTTGGTATCATTCTCATTAC
TCTACACAGTATTGCGATGGCCTTAGAGGAGCTTTGATTGTTTATGATCCAACCGATCCCTATAGAAC
CTGGTATGATATCGACGACGAAAGTACAATCATTACCCTTGCAGATTGGTATCATAAGGCTGCTCCTC
TACAGACCCTCCGAACTGCTAAGGAAGATTCAGTTCTGATCAACGGGCAAGGTCGCGTTCCCGGAGAT
AAAACTACTGATTCAACTCCCTTGTCAGTCATAAACATAATTCCCCAAAAGCGATATCGGTTCCGTCT
CATTTCAATTTCGTGTGATCCTGCATTTTCTTTCTCGATTGATGGTCATTCTATGACCGTCATCGAAG
150 
 
CTGACTCTCAGAGCGTGCAACCTCTTACTGTGAATGAAATTACTATCTTCGCCGGTCAACGATATTCT
TTTATTCTTTATGCCAATAATCCGGTCGGAAACTACTGGATTCGGTCGCAGCCTACATACCCAGATGA
TGGGATACAAGGCTATGCAGGAGGCATCAACTCTGCCATACTACGTTACTCTGGAGCCCCCGCAGTCA
ATCCAACGACAAAAAAGGCTTCCATTACTATTCCTTTGGTTGAAGCAGATCTACGGCCTCTCTATAGC
CCGGCCGCCCCGGGCCTTCCATCTCCAGGAGCTGCCGACGTCAACATCAAGCTCGATATTTCTTACAA
CTCACCTTCCGAGACGTTTTTCGTTAATAATTCCACCTTCCCAGAAGTCCCGGTTCCAGTGTTGCTCC
AGATACTCAGCGGAGCCCAGTCAGCAAATGATTTGCTCCCCGCCGGATCGGTTTATACTCTCCCCCCT
AATAAAGTCATAGAAATATCTATGCCCGGTGGAAGGCCCGGAAGCCCACACCCTATGCATTTGCATGG
CCACGATTTCTCCGTCGTGCGAAGCGCCGGCAGCAATCGGTACAACTATGCCAATCCTGTCAGGCGCG
ACGTAGTGAACATAGGAATGGAAGATACGGACAACGTTACCATACGTTTCAAGACCGACAATTCCGGC
CCTTGGATCCTGCACTGCCACATTGATTGGCATATTGAGGCTGGTTTGGCGGTGGTTTTCACAGAGGA
CATTCCATCCATTCAATTCAGCAATCCTCCTCCTGCTTGGGATCAACTTTGTCCCATTTTCAACGCCA
TACCTCCTCAAAAGTTCCATTAA 
Lac 
MNFLLSIATLGLGLQAYAVMIGPSATLVIGNKNIAPDGIKRSAVLAGTSLDTLSFPGPVIRATKGDTL
SLNVVNQLTDATMLMGTSIHWHGFHQKGTSWADGVVGVTQCPIAPGHSFLYQFPTANQAGTFWYHSHY
STQYCDGLRGALIVYDPTDPYRTWYDIDDESTIITLADWYHKAAPLQTLRTAKEDSVLINGQGRVPGD
KTTDSTPLSVINIIPQKRYRFRLISISCDPAFSFSIDGHSMTVIEADSQSVQPLTVNEITIFAGQRYS
FILYANNPVGNYWIRSQPTYPDDGIQGYAGGINSAILRYSGAPAVNPTTKKASITIPLVEADLRPLYS
PAAPGLPSPGAADVNIKLDISYNSPSETFFVNNSTFPEVPVPVLLQILSGAQSANDLLPAGSVYTLPP
NKVIEISMPGGRPGSPHPMHLHGHDFSVVRSAGSNRYNYANPVRRDVVNIGMEDTDNVTIRFKTDNSG
PWILHCHIDWHIEAGLAVVFTEDIPSIQFSNPPPAWDQLCPIFNAIPPQKFH 
lacNA 
ATGGTCATGATAGGTCCCTCCGCGACTTTGGTTATCGGAAACAAAAACATAGCTCCCGACGGAATTAA
GCGCTCGGCTGTTTTAGCTGGAACTTCACTGGACACTCTATCTTTCCCCGGACCTGTAATTCGGGCCA
CAAAGGGCGACACGCTGAGCTTGAACGTCGTCAATCAGTTAACTGATGCCACTATGCTGATGGGCACG
AGCATCCATTGGCATGGTTTTCATCAAAAAGGAACTAGTTGGGCAGACGGTGTTGTCGGCGTGACTCA
GTGCCCTATTGCTCCTGGTCATTCTTTCCTATATCAGTTTCCCACGGCCAACCAAGCTGGGACTTTTT
GGTATCATTCTCATTACTCTACACAGTATTGCGATGGCCTTAGAGGAGCTTTGATTGTTTATGATCCA
ACCGATCCCTATAGAACCTGGTATGATATCGACGACGAAAGTACAATCATTACCCTTGCAGATTGGTA
TCATAAGGCTGCTCCTCTACAGACCCTCCGAACTGCTAAGGAAGATTCAGTTCTGATCAACGGGCAAG
GTCGCGTTCCCGGAGATAAAACTACTGATTCAACTCCCTTGTCAGTCATAAACATAATTCCCCAAAAG
CGATATCGGTTCCGTCTCATTTCAATTTCGTGTGATCCTGCATTTTCTTTCTCGATTGATGGTCATTC
TATGACCGTCATCGAAGCTGACTCTCAGAGCGTGCAACCTCTTACTGTGAATGAAATTACTATCTTCG
CCGGTCAACGATATTCTTTTATTCTTTATGCCAATAATCCGGTCGGAAACTACTGGATTCGGTCGCAG
CCTACATACCCAGATGATGGGATACAAGGCTATGCAGGAGGCATCAACTCTGCCATACTACGTTACTC
TGGAGCCCCCGCAGTCAATCCAACGACAAAAAAGGCTTCCATTACTATTCCTTTGGTTGAAGCAGATC
TACGGCCTCTCTATAGCCCGGCCGCCCCGGGCCTTCCATCTCCAGGAGCTGCCGACGTCAACATCAAG
CTCGATATTTCTTACAACTCACCTTCCGAGACGTTTTTCGTTAATAATTCCACCTTCCCAGAAGTCCC
GGTTCCAGTGTTGCTCCAGATACTCAGCGGAGCCCAGTCAGCAAATGATTTGCTCCCCGCCGGATCGG
TTTATACTCTCCCCCCTAATAAAGTCATAGAAATATCTATGCCCGGTGGAAGGCCCGGAAGCCCACAC
CCTATGCATTTGCATGGCCACGATTTCTCCGTCGTGCGAAGCGCCGGCAGCAATCGGTACAACTATGC
CAATCCTGTCAGGCGCGACGTAGTGAACATAGGAATGGAAGATACGGACAACGTTACCATACGTTTCA
AGACCGACAATTCCGGCCCTTGGATCCTGCACTGCCACATTGATTGGCATATTGAGGCTGGTTTGGCG
GTGGTTTTCACAGAGGACATTCCATCCATTCAATTCAGCAATCCTCCTCCTGCTTGGGATCAACTTTG
TCCCATTTTCAACGCCATACCTCCTCAAAAGTTCCATTAA 
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LacNA 
MVMIGPSATLVIGNKNIAPDGIKRSAVLAGTSLDTLSFPGPVIRATKGDTLSLNVVNQLTDATMLMGT
SIHWHGFHQKGTSWADGVVGVTQCPIAPGHSFLYQFPTANQAGTFWYHSHYSTQYCDGLRGALIVYDP
TDPYRTWYDIDDESTIITLADWYHKAAPLQTLRTAKEDSVLINGQGRVPGDKTTDSTPLSVINIIPQK
RYRFRLISISCDPAFSFSIDGHSMTVIEADSQSVQPLTVNEITIFAGQRYSFILYANNPVGNYWIRSQ
PTYPDDGIQGYAGGINSAILRYSGAPAVNPTTKKASITIPLVEADLRPLYSPAAPGLPSPGAADVNIK
LDISYNSPSETFFVNNSTFPEVPVPVLLQILSGAQSANDLLPAGSVYTLPPNKVIEISMPGGRPGSPH
PMHLHGHDFSVVRSAGSNRYNYANPVRRDVVNIGMEDTDNVTIRFKTDNSGPWILHCHIDWHIEAGLA
VVFTEDIPSIQFSNPPPAWDQLCPIFNAIPPQKFH 
 
Alignments  
Alignments von Phos1 mit Phos2 und weiteren Proteinsequenzen putativer Phosphatasen aus 
psilocybinproduzierenden Pilzen. Das Alignment wurden mittels Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) erstellt.  
 
Phos2      MTNRPDIEAGAAGQMPNDYDANDTETESLLPTTRPEEDVLLHSPKKSRSTFHDKACGQPR 60 
Phos1      ------------------------------------------------------------ 0 
Pcya       ------------------------------------------------------------ 0 
Pser       ------------------------------------------------------------ 0 
PaCy       --------------------------------ARNSTYLLLLCPRVNNYKDSK-----QI 23 
Gdil       ------------------------------------------------------------ 0 
                                                                        
 
Phos2      FGVLHITGAFVLGTIATLAAQYAICGSSCFTGGQQGSRSASAYSHQNQEVVTALAPPWVG 120 
Phos1      -------------MHS---L-------GLF-------ALIS---LLPYLVVAQRASTFAG 27 
Pcya       -------------MFS---L-------ILF-------ALLN---LVPH-IVGQPASTFAG 26 
Pser       -------------MFS---P-------TLL-------ALVI---LVPS-VLGQTASTFAG 26 
PaCy       WGLQ---SPYELAMLS---V-------HLV-------YPSLLLFQQGVYAFPGLGSIFAG 63 
Gdil       ------------MVFS---A-------SLV-------LVPL-LSLGVVRGSPAHASSFAG 30 
                          :             .                        .  :.* 
 
Phos2      STESHQFPPPNPTNAFP-SLF--PSDVGYAGPTPTGAEAGVIATAPAYPMHTGQCSHELL 177 
Phos1      ATTTAVFPPPNAGIAATDTNFPDGSKVGFPGPTRTGDEAAAIETAPVAAKVDSF--FPLI 85 
Pcya       STTTAVFPPPNAGIAATDTNFPDGSEVGFAGPTRTGDEAGAIATAPVIAKVDSH--FPLI 84 
Pser       STTTAVFPPPNAGIAATDTNFPDGSEVGFPGPTRTGDEAAAIATAPVAAKVDSH--FPLI 84 
PaCy       STSTAAFPPPGVTDSAIDSFFPDGSQVGFPGPTPTGDEPDAIATAPAVAKVDSI--FPLV 121 
Gdil       ETTTFLFPPAGVTVTATATAFLDESEIGFAGPTPTGDEAFAIQTAPVIAKVDNI--FPLI 88 
            * :  *** .   :   : *   *.:*: *** ** *  .* ***.     .   . *: 
 
Phos2      KPASLYGEAKKDPEHNEAKGKKSKFNLFRSWGNLSPWYSVDRGRFGVD-SSPDVPETCRV 236 
Phos1      NG---------G-AED--STPMDPFDVLVHLGNLSPFQSVPSSAFGLPGASPLIPEGCDI 133 
Pcya       NG---------G-AED--SKKNEPFDVLLHLGNLSPFQSVPSSSFGLPDASPVIPQGCEI 132 
Pser       NT---------G-AED--TKQNKPFDVLTHLGNLSPFQSVSSASFGLPDASPVIPQGCEI 132 
PaCy       KP---------A-AFDDRNKAKSSFDVLQHLGSLSPWQSVE--SFGLPKASALIPAGCKL 169 
Gdil       QP---------N-AED-SAKNKKPFNILTHLGNLSPWQSVDSSSFGLPNTSPVVPSGCEL 137 
           :              :      . *:::   *.***: **    **:  :*  :*  * : 
 
Phos2      TGLHFLHRHGARYPTAWASFGGPAKLGRKLH---RSPESWNASGDLEFLNGWTYKLGEEI 293 
Phos1      VQAHLLHRHGARYPTADSG---PPGFAAKVNAAANSGSGFSAKGDLSFLNTWTYKLGGDI 190 
Pcya       VQAYLIHRHGARYPTADSG---PPDFAAKINAA-ATGAGFSATGDLTFLNTWTYKLGGEI 188 
Pser       VQAFLIHRHGARYPTADSG---PPDFAAKVHAA-ASGSGFSATGALSFLNTWTYKLGGDI 188 
PaCy       QQVHLVHRHGARYPTGDAG---TGQFATNIHGA-AQNGTFSASGDLSFLNTWTYKLGAEI 225 
Gdil       RQVHLAHRHGARYPTSDGV---TAGFAAKLHST-VTGSGFSASGALSFLNTWKYKLGAEI 193 
              .: *********. .       :. :::        :.*.* * *** *.**** :* 
 
Phos2      LTPFGRQQLYDLGISLRIKYGFLLQNFTEKNTLPVFRTESQDRMLASAQNFAVGFFGYP- 352 
Phos1      LTPFGRSQLFNLGVGFRVKYGQLLKGFK---NLPVFRTTSEARMLDSALHFATGFFGVQK 247 
Pcya       LTPFGRSQLFNLGVGFRVKYGQLLKAFK---NLPVFRTTSEARMLDSALHFAAGFFGVQK 245 
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Pser       LTPFGRSQLFHLGVGFRVKYGELLKGFK---NLPVFRTTSEARMLDSALHFNAGFFGVQQ 245 
PaCy       LTPFGRSQLFNLGVGFSVKYGELLKDFK---QKPVFRTTSEARMLDSALHFAAGFFGVQA 282 
Gdil       LTPFGRSQLFELGVGFRIKYGDLLKDLT---DLPVFRTTSEERMIDSALHFAAGFFGVQT 250 
           ******.**:.**:.: :*** **: :.     ***** *: **: ** :* .****    
 
Phos2      LDGQYQQSITIEEDG-FNNTLSPYKTCPNAKIIHKSERGQWYIKRWANIYLKEAQKRLQK 411 
Phos1      YQDSYHQLITIEHGGKQNNTLAPYESCTNGLNA-VAAFGDIQSQKWAQIYLAPAVKRLNA 306 
Pcya       YQDSYHQLITIEHQGDQNNTLAPYETCVNGLND-ISLFGNVQSGKWAQIYLAPAVKRLNK 304 
Pser       FQQDYHQLITIEHGGKQNNTLAPYENCANGLND-ISRYGDVQSAKWAQIYLAPAVARFNK 304 
PaCy       YQEDYHQVITIETPG-QNNTLAPFFNCPNSNND-IGAFGVQQATKWAQKYLQPTLKRLSP 340 
Gdil       YQQDYHQLIMIETDG-QNNTLAPYENCPNSNNA-VASFGNTQANKWANVYLQPALKRLTP 308 
            : .*:* * **  *  ****:*: .* *.     .  *     :**: **  :  *:   
 
Phos2      QLHGIDLTIEETYMMQQLCPYETVALGYSKFCELFTEEEWEGFNYALDLQFWYGSAFGSP 471 
Phos1      NLRGLQLNVTDLFAMQQLCAFETVALGYSSFCDLFTEEEWRGFEYQSDLQFWYSFGPGNP 366 
Pcya       NLQGLELNVTDLFAMQQLCAFETVALGYSAFCDLFTEDEWKAFEYQSDLQFWYSFGPGNP 364 
Pser       NLKGLEFNVTDLFAMQQLCAFETVALGFSEFCDLFTEDEWKSFEYQSDLQFWYSFGPGNP 364 
PaCy       LIKGYTLQLADLIDMQQLCAYETVSLGFSDFCGVFTEDEWKSFEYFWDLMFWYGNGPGNP 400 
Gdil       LLRGVNLTISDLVAMQELCAYETVSLGFSAFCGVFTEEEWEGFEYFIDLQFWYGSGPGNP 368 
            ::*  : : :   **:** :***:**:* ** :***:**..*:*  ** ***. . *.* 
 
Phos2      VARVQGIGYVQEMVARLTNTPIQTHNSSTNATLNDNPITFPLGQSLYVDATHEVVVLNII 531 
Phos1      ASSAMGIGYVQELVSRLTKTRITTFDTTVNASIVTSDILFPLDQPIYVDATHDTILTAIF 426 
Pcya       ASSAMGIGYVQELVSRLTQTRITTFDTTVNASIVTSDILFPLDQPIYVDATHDTILTAIF 424 
Pser       ASSAMGIGYVQELVSRLTQTRITTFDTSVNASIVTSDILFPLDQPIYVDATHDTILTAIY 424 
PaCy       STAAQGIGYVTELVSRLTQTPITTFDSTVNATIVSNNITFPLDQPIFVDATHDTVLSTIY 460 
Gdil       ATAAMGIGYVQELVSRLTQTRITTFDSAVNASIVTNPTLFPLNQSIFVDASHDTVLSTFY 428 
            : . ***** *:*:***:* * *.:::.**::  .   ***.* ::***:*:.::  :  
 
Phos2      TALNLTSFAGSGPLPYTHMDPNRTFRVSELAPFATNVQFQLLECTST--PGQQIRVIIND 589 
Phos1      AAMNLTTLAANGPLPTDHIPKGQTFFANQLAPFAANVVGQVLSCPAS-SKPTHIRWIIND 485 
Pcya       TAMNFTTLAANGPLPTDRIPKNQTFFANQLAPFASNVVGQVLSCPAS-TKPTHIRWVIND 483 
Pser       AAMNFTTLAANGPLPTDHIPKDQTFFANQLAPFAANVVGQVLSCPAS-TKPTHIRWIVND 483 
PaCy       VAMNFTSLAANGPLPTDHIPKGQSYFVNQITPFATNLVGQVLSCPAS-EQPTHIRWILND 519 
Gdil       VAMNFTSLAANGPLPTDHIPKDQTYFVNQLAPFASNLVGQVLSCPASSAKPTHIRWIVND 488 
           .*:*:*::*..****  ::  .::: ..:::***:*:  *:*.* ::     :** ::** 
 
Phos2      GVVPLTGIRGCPEQKDGMCPVDTFVAAQKEIIKEVDWLYDCHGDWTVPEGTEWETVIGSP 649 
Phos1      GVVPLTGIKGCKPDKNGMCEINTFIAGMKQRMQEIDFNFDCFANYTVPVPDNI--VNGQY 543 
Pcya       GVVPLTGIKGCKEDKNGLCELDTFIAGMKQRIAEVDFNFDCFANYTIPIPDNI--INGQF 541 
Pser       GVVPLTGINGCTANKDGLCELDAFIAGMKTRIAEVDYQFDCFADYTIPIPDNI--VNGQF 541 
PaCy       GVLPLTGIKGCKANNDGLCELPTFIAAMKQRIAEVDFDFGCFANYTVPNPDNI--VDGQL 577 
Gdil       GVLPLTGIKGCKPNSDGLCDLDTFIAGMKQRIQEVDFNLGCFGNITVPIPDNI--VNGQP 546 
           **:*****.**  :.:*:* : :*:*. *  : *:*:  .*..: *:*   :   : *.  
 
Phos2      PKRA-------------------------------------------------------- 653 
Phos1      PQNLKPKKK--------------------------------------------------- 552 
Pcya       PQNLKNKK---------------------------------------------------- 549 
Pser       PQKSRK------------------------------------------------------ 547 
PaCy       PLNLRVPRNCLLITMGSNQSLPKITPQDRAILDLKLQRDKLKQYQKKVCFVRNVATIEFS 637 
Gdil       PAPKKKTF---------------------------------------------------- 554 
           *                                                            
 
Phos2      ------------------------------------------------------------ 653 
Phos1      ------------------------------------------------------------ 552 
Pcya       ------------------------------------------------------------ 549 
Pser       ------------------------------------------------------------ 547 
PaCy       LVEVSVLHGLKQGNEVLKEIHKEMNVESVEKLLEESAEAREYQKEISDMLANNLSLDEED 697 
Gdil       ------------------------------------------------------------ 554 
                                                                        
 
Phos2      ------------------------------------------------------ 653 
Phos1      ------------------------------------------------------ 552 
Pcya       ------------------------------------------------------ 549 
Pser       ------------------------------------------------------ 547 
PaCy       DVQRELLALQEEIETEASHQIELPTVPNDVPVATVKEDSKVPASDERAKVAIPA 751 
Gdil       ------------------------------------------------------ 554 
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Alignments von Lac und weiteren Proteinsequenzen putativer Laccasen aus psilocybinproduzierenden 
Pilzen. Das Alignment wurden mittels Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 
erstellt. 
 
 
Pcub      MNFLLSIAT-LGLGLQAYAVMIGPSATLVIGNKNIAPDGIKRSAVLAGTSL--DTLSFPG 57 
PaCy      MRRAVAFG--AFSAFSSAYAAIGPVANLHIANKVISPDGFSRSAVLAGSNPSPGGLTFPG 58 
Gdil      MGSFASGLSFLLASANLVAGAIGPNTNLYIANKVISPDGYSRSTVLAGANA--NSLQFPG 58 
Pcya      MRSLSNIIS--FASVLGVNAVIGPRANIFIGNKVIAPDGFNRSAVLAGDSP--YSLSFPG 56 
Pser      ------------------------------------------------------------ 0 
                                                                       
 
Pcub      PVIRAT--KGDTLSLNVVNQLTDATMLMGTSIHWHGFHQKGTSWADGVVGVTQCPIAPGH 115 
PaCy      PVIRGT--PSSNFRLNVIDSLTDTSMLRTTAIHWHGFFQHGSAWADGPVGATQCPIVPGD 116 
Gdil      PLITGF--KGNTFRLNVIDNLTDTTMLTSTSIHWHGLFQEGSQWADGPVGVTQCPIAPGH 116 
Pcya      PLIYALKSRGDSFSLNVVNELTDSTMLKSTSIHWHGFYQKGSSWADGVVGVTQCPIALGH 116 
Pser      -------------------------MLTGTSIHWHGFFQKGTSWADGPVGVNQCPIAPNH 35 
                                   **  *:*****:.*.*: **** **..****. .. 
 
Pcub      SFLYQFPTANQAGTFWYHSHYSTQYCDGLRGALIVYDPTDPYRTWYDIDDESTIITLADW 175 
PaCy      SFQYRFASAGQAGTFWYHSHHSSQYCDGLRGVMVVYDRRDPHRRLYDFDDESTIITLADW 176 
Gdil      SFLYQFNVPDQAGTYWYHSHYQTQYCDGLRGALVIYDPLDPHRLLAVCPLDSTVITLADW 176 
Pcya      SFLYQFSTANQAGSFWYHSHYSTQYCDGLRGPMVVYDHFDPYYGRYDFDDESTVITLADW 176 
Pser      SFLYQFSTTDQAGTFWYHSHYSTQYCDGLRGAMVVYDVLDPHRLLYDFDDESTIITLADW 95 
          ** *:*   .***::*****:.:******** :::**  **:        :**:****** 
 
Pcub      YHKAAPLQTLRTAKEDSVLINGQGRVPGDKTTDSTPLSVINIIPQKRYRFRLISISCDPA 235 
PaCy      YHTPAPIAGLVP-TPDSTLINGRGRYAGGP---TVPLSVIRVLPNKRYRFRVVNIGCDPN 232 
Gdil      YHTPAPSAGLVP-ASVSTLINGLGRYAGG----TSPLAVIKVQHGKRYRFRLVSISCDPN 231 
Pcya      YHTPAPVAGLIP-TIDATLINGKGRYPGGP---ATPLSVITVVPNKRYRFRLISISCDPA 232 
Pser      YHTPAPSAGLVP-TSDATLINGKGRYAGGP---TSPLAVIRVLPNARYRFRLVSLSCDPN 151 
          **. **   *      :.**** **  *.    : **:** :    *****::.:.***  
 
Pcub      FSFSIDGHSMTVIEADSQSVQPLTVNEITIFAGQRYSFILYANNPVGNYWIRSQPTYPDD 295 
PaCy      YVFSIDGHTMTIIEVETVNVQPLVVDSIQIFAGQRYSVVVHTNQPVDNYWVRSNPN---L 289 
Gdil      FMFSIDGHTMTVIEADAQNTQPLTVDSITIYAGQRYSFILNANKPVGNYWIRALPN--GN 289 
Pcya      FTFSIDGHSMTIIEVDSENVQPLIVDEITLYAGQRYSFILYTIMPIGNYWIRSHPD--ED 290 
Pser      FTFSIDGHSLTIIEVDSESVQPLVVDQIQIFAGQRYSFILLTNQPIKNYWIRALPN---I 208 
          : ******::*:**.:: ..*** *:.* ::******.:: :  *: ***:*: *      
 
Pcub      GIQGYAGGINSAILRYSGAPAVNPTTKKASITIPLVEADLRPLYSPAAPGLPSPGAADVN 355 
PaCy      GTTGFAGGLNSAILRYWGAPNVDPTTT-STLVNPMLETNLVPLTSPAAPGIPSPGAADVN 348 
Gdil      SPPGYDGGVNSAILRYVGAPNSDPTTT-SSLSNPLYEPNLHPLTNAAAPGIARHGAADVN 348 
Pcya      GPQGFEGGINSAILRYLGAPAIDPGTT-SSRKNPLIETNLRPLTDPAAPGVPTLGAADVN 349 
Pser      GTQGFDGGVNSAILRYWGAPNSDPTTT-SSVSAPLVETNLHPLTNPAAPGPPTLGAADVS 267 
          .  *: **:******* ***  :* *. ::   *: * :* ** . ****    *****. 
 
Pcub      IKLDISYNSPSETFFVNNSTFPEVPVPVLLQILSGAQSANDLLPAGSVYTLPPNKVIEIS 415 
PaCy      INLNIGFNFAGLVFEVNGAAFHPPTLPVLLQLISGTP-ASSLLPSGSIYTLPPGQVVEIS 407 
Gdil      INLDIVFNTTELLFTVNNATFIPPTVPVLLQILSGAKTAQELLPPGSVYVLPANKVIEIS 408 
Pcya      INLDISFNNGTRKFAVNGATFHEHSVPVLLQILSGAQAATDLLPAGSVYTLPSNKVIELS 409 
Pser      LNLNIVFDFASLKFQVNGATFTEAPVPVLLQILSGANTAADLLPAGSVYLLPPNKVIEIS 327 
          ::*:* ::     * **.::*    :*****::**:  * .*** **:* ** .:*:*:* 
 
Pcub      MPGGRPGSPHPMHLHGHDFSVVRSAGSNRYNYANPVRRDVVNIGMEDTDNVTIRFKTDNS 475 
PaCy      IPGGSVGSPHPIHLHGHVFDVVRSAGSSTYNYANPIKRDVVNIGGA-GDNVTIRFTTDNA 466 
Gdil      MPGGAIGSPHPIHLHGHAFSVVRSANSSVYNYHNPVKRDVVSIGLA-GDNTTIRFRTDNA 467 
Pcya      MPGGTTGSPHPMHLHGHGFSVIRSAGSEQYNYVNPVKRDVVNLGRQPTDNVTIRFKTDNS 469 
Pser      LPGGSIGSPHPIHLHGHNFAVVRSAGSSTYNYANPVRRDVVSLGTETSDNVTIRFQTDNT 387 
          :***  *****:***** * *:***.*. *** **::****.:*    **.**** ***: 
 
Pcub      GPWILHCHIDWHIEAGLAVVFTEDIPSIQFSNPPPAWDQLCPIFNAIPPQKFH---- 528 
PaCy      GPWIMHCHIDWHLEAGLSVIFAEDTATTSTMDPPTAWDDLCPKYEAFGPEFPE---- 519 
Gdil      GPWIMHCHIDWHLQLGLAVVMAENIPGIKQTHPPSAWSQLCPIYDALPVQTFGAVEV 524 
Pcya      GPWIMHCHIDWHLEAGLSVVFAEDTPSIRSSTHPPDWDQLCPIFDALPHQTFN---- 522 
Pser      GPWIMHCHIDWHLAIGLAVVFAENLPGIATSNQPPAWDQLCPTFDALPPQT------ 438 
          ****:*******:  **:*:::*:         *  *.:*** ::*:  :        
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MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 
cps counts per second, Zählimpuls pro 
Sekunde 
ns Nanosekunde 
CV Säulenvolumen NRPS Nichtribosomale Peptidsynthetase 
ddH2O Deionisiertes Wasser OD Optische Dichte 
DMT Dimethyltryptophan PCR Polymerase Kettenreaktion 
DNA Desoxyribonukleinsäure PLP Pyridoxalphosphat 
g Erdbeschleunigung PKS Polyketidsynthase 
Hz Hertz PCR Polymerase Kettenreaktion 
J Joule PLP Pyridoxalphosphat 
kDa Kilodalton RiPP Ribosomal synthetisierte, 
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Peptide 
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MALDI Matrix Assisted Laser Dissorption 
Ionisation 
s Sekunde 
MeOH Methanol SEC Größenausschlusschromatographie 
MEP Malzextrakt/Sojapepton (Medium) Tm Annealingtemperatur 
MgCl2 Magnesiumchlorid TDC Tryptophandecarboxylase 
min Minute TOF Time of flight 
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